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RESUMO

A presenca de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA) nos diferentes compartimentos
ambientais tem sido associadas a efeitos toxicos e carcinogénicos, entre outros efeitos a salde
humana; dentre estes, 16 HPA sdo classificados como poluentes prioritarios pela Agéncia de
Proteccdo Ambiental dos Estados Unidos (U.S.EPA). Devido as baixas concentracfes destes
contaminantes presentes nas matrizes ambientais, € indispensavel a aplicacdo de métodos analiticos
que incluam técnicas de separacdo e deteccdo para amostras multicomponentes. Deste modo, o
objetivo deste trabalho consistiu na otimizagdo de uma técnica de microextracdo em fase liquida
com fibra oca (HF-LPME) para a determinagdo simultanea de 16 HPA em amostras de agua doce
natural. Assim, foram desenvolvidos trés planejamentos fatoriais para estudar as principais
variaveis que afetam a eficiéncia da extracdo, mediante a determinacéo das melhores respostas por
cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas (GC-MS). Os parametros cromatograficos
foram inicialmente adaptados da literatura a partir de um método estabelecido para a analise destes
compostos, tendo sido posteriormente otimizadas as melhores condi¢Ges para obter a separacao,
identificacdo e quantificacdo de todos os HPA. Apds a otimizacdo da HF-LPME, o método foi
validado por meio da avaliacdo das figuras de mérito, tais como a linearidade, limites de deteccéo
(LOD) e quantificacdo (LOQ), precisdo e exatiddo atraveés de duas curvas analiticas, uma
instrumental construida com padrdes e a outra mediante a extracdo de solugdes aquosas fortificadas
com padrdo. A maioria dos compostos apresentou boa linearidade obtendo valores de R? na faixa
de 0,861 a 0,998. Os valores dos LOD variaram entre 0,0006 e 0,1346 g L™ e os LOQ entre 0,0037
e 57472 pug L, demostrando uma alta sensibilidade do método. A precisdo e exatiddo foram
avaliadas por meio de estudos de recuperacdo pela fortificacdo em agua ultrapura com solugéo
padrdo, obtendo recuperagdes entre 59,8 e 99,9 % com desvios padrdes relativos (%DPR) desde
0,01 até 30,1 %, valores em sua grande maioria contidos dentro dos limites aceitos pela literatura
para analises com concentracdes traco (% R entre 40-120 %) e (DPR < 30%). Assim, de maneira
complementar foi aplicado o método a 3 amostras de agua de rio em zonas préximas e dentro de
Curitiba, capital do Estado do Parana, Brasil; a saber, nos rios Belém, Iguacu e Irai, corpos hidricos
de grande relevancia tanto para o desenvolvimento econémico da regido quanto para a
sustentabilidade ambiental da area com a maior densidade populacional do Estado. Os resultados
da determinacdo destes poluentes nos pontos coletados mostraram a confiabilidade analitica do
método otimizado, indicando a presenca de antraceno em concentracfes de nivel traco no rio
Belém. A relevancia de pesquisas ambientais relacionadas com estes contaminantes organicos e a
eficiéncia do método desenvolvido quando aplicado a determinacdes reais, destaca vantagens tais
como um menor tempo de extracdo, baixo volume de solventes, baixo custo dos implementos,
cumprindo deste modo o alvo ambiental do presente estudo.

Palavras-chave: Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA). Planejamento Fatorial.
Otimizacdo. Microextracdo em fase liquida com fibra oca (HF-LPME). Cromatografia a gas
acoplada a espectrometria de massas (GC-MS). Validagéo. Curitiba (PR). Rio Belém. Rio Iguagu.
Rio Irai.



ABSTRACT

The occurrence of Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAH) in the different environmental
compartments has been associated to toxic and carcinogenic effects, among other effects to human
health; within those, 16 PAH are classified as priority pollutants by the U.S.EPA. Due to the low
concentrations of these contaminants present in environmental matrices, it is necessary to develop
analytical methods, which include separation and detection techniques for samples with
multicomponents. In this way, the objective of this work consisted in the optimization of a hollow
fiber liquid-phase microextraction (HF-LPME) technique for the simultaneous determination of 16
PAH in natural fresh water samples. Thus, three factorial plannings were developed to study the
main variables that affect the extraction efficiency, through the determination of the best responses
by Gas Chromatography coupled to Mass Spectrometry (GC-MS). The chromatographic
parameters were initially adapted from literature beginning with an established method for the
analysis of these compounds, where the best conditions were optimized subsequently in order to
obtain the separation, identification and quantification of all the PAH. After the HF-LPME
optimization, the method was validated by means of the evaluation of the figures of merit, such as
linearity, limits of detection (LOD) and quantification (LOQ), precision and accuracy through both
of the analytical curves, one of them, instrumental and built with standards, and the other extracting
aqueous solutions fortified with standard. Most of the compounds presented a good linearity, with
values of R? between 0,861 and 0,998. The LOD values varied between 0,0006 and 0,1346 pg L™,
and the LOQ values were between 0,0037 and 5,7472 pg L, demonstrating a high method's
sensitivity. The precision and accuracy were evaluated by studying the recovery of the fortification
with standard solution of ultra-pure water, obtaining recoveries between 59,81 and 99,96 % with
relatives standard deviations (%RSD) from 0,01 to 30,1 %, values that were mostly within the
limits accepted by the literature for trace analysis (% R between 40-120 % and RSD < 30%). In
addition, the method was applied to 3 water samples from rivers in and near Curitiba, capital of the
State of Parand, Brazil; these were the Belém, Iguacu and Irai rivers, bodies of water with an
enormous relevance for the economic development of this region and for the environmental
sustainability of the area with the highest population density in the State. The results of the
determination of theses pollutants in the sampled points showed the analytical reliability of the
optimized method, indicating the presence of anthracene at trace level concentrations in the Belém
river. The relevance of environmental investigations related to these organic contaminants and the
efficiency of the developed method when it was applied to real determinations, considerably
highlight its advantages such as a shorter extraction time and a small amount of solvent,
accomplishing therefore the environmental target of the present study.

Key-words: Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAH). Factorial Plannings. Optimization. Hollow
fiber liquid-phase microextraction (HF-LPME). Gas Chromatography coupled to Mass
Spectrometry (GC-MS). Curitiba (PR)-City. Belém River. Iguacu River. Irai River.
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- Hollow Fiber Liquid Phase Micro extraction (Microextragdo em fase
liquida suportada com fibra oca)

- Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos

- High Performance Liquid Chromatography (Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia)

- International Conference on Harmonisation (Conferéncia
Internacional sobre Harmonizacéo)

- Instituto Nacional de Metrologia, Normalizagdo e Qualidade
Industrial

- lonic Liquid Coated Magnetic Nanoparticles (Nano Particulas
Magnéticas Cobertas de Liquido 16nico)

-Internacional Organization for Standarization (Organizacgéo

Internacional de Normalizacéo)
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LOQ
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MEPS
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SCAN
SIM
SPE
SPME
SPNE
SBSE

U.S.EPA

- International Union of Pure and Applied Chemistry (Unido
Internacional para a Quimica Pura e Aplicada)

- Coeficiente de Particdo octanol-agua

- Large Volume Injection Gas Chromatography—Mass Spectrometry
(Cromatografia a Gas com Volume Grande de Injecdo e Acoplada
com Espectrometria de Massas)

- Limite de Deteccéo

- Limite de Quantificacdo

- Liquid-Liquid Extraction (Extracdo Liquido-Liquido)

- Membrane-assisted Solvent Extraction (Extracdo de Solvente
Assistida por Membrana)

- Massa/carga

- Multi-Walled Carbon Nanotubes (Nano tubos de Multi-paredes de
Carbono)

- Microextraction by Packed Sorbents (Micro extracdo por sorventes
empacotados)

- Polipropileno

- Politetrafluoretileno

- Polifluoreto de vinilideno

- Segundos

- Escaneo ou varredura

- Selective/single lon Monitoring (Monitoramento seletivo de ions)
- Solid-Phase Extraction (Extracdo em Fase Solida)

- Solid-Phase Microextraction (Micro Extracdo em Fase Solida)

- Solid-Phase Nanoextraction (Nano Extracdo em Fase Solida)

- Stir Bar Sorptive Extraction (Extracdo Sortiva com Barra de
Agitacédo)

- United States Environment Protection Agency (Agéncia de

Proteccdo Ambiental dos Estados Unidos)



UDSA-DLLME - Up-and-Down Shaker-assisted Dispersive Liquid-Liquid
Microextraction (Micro Extracdo Liquido-Liquido Dispersiva assistida
por Agitador do tipo para Cima e para Baixo)

UPLC-FD-UV - Ultraperformance Liquid Chromatography with Fluorescence and
UV Detection (Cromatografia Liquida de Ultra Rendimento com
Deteccdo de Fluorescéncia e Ultra Violeta)

uv - Ultra Violeta

WLSEME - Water with Low Concentration of Surfactant in Dispersed Solvent-
assisted Emulsion Dispersive Liquid-Liquid Microextraction (Micro
Extracdo Liquido-Liquido Dispersiva com Emulséo Dispersa assistida
por Solvente com Baixa Concentracio de Surfactante em Agua)
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1. INTRODUCAO

Os efeitos do desenvolvimento tecnoldgico e econdmico da humanidade e seu
incremento demografico desde o inicio da Revolucdo Industrial podem se medir infelizmente
na presenca de contaminantes ao redor do planeta inteiro, inclusive nas zonas despovoadas.
Esta presenca ubiqua de agentes contaminantes afeta tanto os ambientes naturais quanto as
populagbes humanas urbanas e rurais, com efeitos ainda mais dificeis de conter e resolver
para aqueles paises com menores recursos econdémicos e maiores conflitos sociais. Neste
contexto as ciéncias ambientais hasteiam a bandeira da inovacdo e desenvolvimento de

técnicas para a resolugdo das consequéncias da contaminagdo antropogénica.

1.1. HIDROCARBONETOS POLICICLICOS AROMATICOS — HPA

Os Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPA) sdo caracterizados como sélidos
cristalinos e pouco coloridos a temperatura ambiente, hidrofébicos, com uma baixa
reatividade e altos pontos de ebuli¢do. Existem mais de cem combinacdes diferentes destes
compostos presentes no ambiente, com diferentes estruturas lineares ou agrupadas de anéis
de benzeno. As propriedades fisicas dos HPA variam com sua massa molar, a qual se
encontra entre 128 e 278 g mol™ para os 16 compostos de interesse deste trabalho. Em sua
maioria sdo apolares ou pouco polares, e sua solubilidade em agua diminui a medida que o
nimero de anéis aromaticos dos HPA aumenta (KABZINSKI et al., 2002, SKUPINSKA,
2004). Além disso, os HPA apresentam um elevado potencial de adsor¢éo pelas particulas
em suspensdo no ar e na agua, e para a bioconcentracdo e biomagnificacdo em diferentes
organismos. (CANADIAN ENVIRONMENTAL PROTECTION ACT, 1994).

Os HPA podem ser divididos em ndo-substituidos e alquilados, estes ultimos sao
agrupados pelo nimero de atomos de carbono presentes no grupo alquila substituinte. Um
grupo particular homélogo esta conformado por todos 0s isdmeros com 0 mesmo namero de
atomos de carbono nos grupos substituintes, e pelos HPA nédo-substituidos, podendo ocorrer
varias combinaces dependendo do grupo alquil substituinte envolvido. No processo de
alquilacdo dos HPA, os isdbmeros sdo produzidos em quantidades diferentes, mas tém
propriedades fisicas comuns, como a massa molecular e os padrdes de fragmentagdo num

espectrometro de massas. Os ions fragmentados produzidos para cada isdmero dentro do
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mesmo grupo sao tipicamente idénticos, embora suas abundancias possam variar. Como
resultado, é obtido um padrdo cromatografico complexo de componentes parcialmente
resolvidos (OLSON et al., 2004). Este é o motivo pelo qual é necessario otimizar um método
cromatografico que possa resolver os 16 HPA numa sequéncia logica segundo suas
caracteristicas, particularmente no caso dos isdmeros. A TABELA 1 apresenta as
propriedades fisico-quimicas dos 16 HPA que serdo estudados: naftaleno, acenaftileno,
acenafteno, fluoreno, fenantreno, antraceno, fluoranteno, pireno, benzo[a]antraceno, criseno,
benzo[b]fluoranteno,  benzo[k]fluoranteno,  benzo[a]pireno, indeno[1,2,3-cd]pireno,

dibenzo[a,h]antraceno, benzo[g,h,i]perileno.

TABELA 1 - PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS E ESTRUTURAS QUIMICAS DOS HPA

Substancia M.M P.F. P.E. S Pv F Log
g/mol °C °C mg/L Pa 25 °C 25°C Kow
Naftaleno 128 80,5 218 31,7 10,4 0,2830 3,37
Acenaftileno 152 95,0 270 16,1 0,89 - 4,07
Acenafteno 154 96,2 277 3,93 0,29 0,1980 3,92
Fluoreno 166 116 295 1,98 9,0 x 102 0,1260 4,18
Fenantreno 178 101 339 1,29 1,6 x 102 0,1770 4,57
Antraceno 178 216 340 0,073 8,0 x 10 0,0129 4,54
Fluoranteno 202 111 375 0,26 1,2 x 10 0,1410 5,22
Pireno 202 156 360 0,135 6,0 x 10 0,0506 5,18
Benzo[a]antraceno 228 160 435 0,014 2,8x10° 0.0462 5,61
Criseno 228 255 448 0,0020 8,4 x 10-5* 0,0053 5,91
Benzo[b]fluoranteno 255 168 481  0,0012* 6,7x10°%* 0,0385 6,12
Benzo[k]fluoranteno 252 217 481  0,00076 1,3 x10°%* 0,0126 6,84
Benzo[a]pireno 252 175 495 0,0038 7,3 x 107 0,0328 6,50
Indeno[1,2,3-cd]pireno 276 164 - 0,062 1,3x10%* - 6,58
Dibenzo[a,h]antraceno 278 270 524  0,00026 1,3x10®%  0,0040** 6,50
Benzo[g,h,i]perileno 276 277 525  0,00026 1,4x10% 0,0032 7,10
*Dados obtidos a 20°C ** A 267°C
M.M.= Massa molar S= Solubilidade P.F.= Ponto de fusdo Pv= Pressdo de vapor
P.E.= Ponto de ebuli¢do F= Propor¢do de fugacidade LogKow= Coeficiente de parti¢do octanol/agua

FONTES: FERREIRA (2010, p.8)
PENA et al., (2003, p.15)

1.2. OS HPA NA INDUSTRIA

Um numero reduzido de HPA sdo utilizados na industria e suas aplicagcdes se apresentam
geralmente na manufatura de tinturas e em sinteses quimicas. O antraceno é utilizado na
producdo de antraquinona, uma importante matéria prima na manufatura de tinturas rapidas,
também ¢é utilizado como diluente de conservantes de madeira e na producdo de fibras

sintéticas, plasticos e monocristais. O fenantreno tem aplica¢fes na manufatura de corantes,
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explosivos, pesquisas bioldgicas e na sintese de drogas. O fluoranteno € um constituinte do
alcatrdo de carvdo e do asfalto derivado do petrdleo utilizado como material de camada
protetora de tanques e canos de aco e de ferro ductil para &gua. A manufatura de aluminio é
feita por eletrolise a 970 °C, sendo o anodo de grafite o mais utilizado. Durante a eletrélise,
0 anodo libera HPA, devido ao coque de petroleo com alcatrdo que é a matéria prima destes
eletrodos (STELLMAN, 1998).

O fluoreno tem aplicagbes como um intermediério em VAarios processos quimicos, na
formacéo de poliradicais para resinas e na manufatura de corantes. O acenafteno é utilizado
como intermediario na producao de tinturas, farmacéuticos, produtos quimicos fotograficos,
inseticidas, fungicidas, plasticos, hormonios para o crescimento de plantas, e em pesquisas
bioquimicas, quimicas e sobre o cancer. Os outros HPA dentro do presente estudo ndo tém

aplicacdes industriais conhecidas com a exce¢édo de pesquisas cientificas. (ATDSR, 2015).

1.3. ORIGENS DOS HPA

Os HPA tém trés principais origens terrestres. Primeiro, a origem pirolitica, como
resultado da combustdo incompleta de matéria organica sob condi¢cdes de elevada
temperatura, baixa pressdo e curto tempo de formacdo. Acredita-se que esses HPA sdo
formados pela “quebra” ou “rompimento” da propria matéria organica em moléculas menores
durante a pirdlise, e consecutivamente rearranjados em HPA néo alquilados (NEFF, 1979,
MEYER & ISHIWATARI, 1993 apud MEIRE, 2007). Segundo, os HPA de origem
petrogénica sdo formados por processos diagénicos (qualquer mudanga quimica, fisica ou
bioldgica sofrida pela matéria organica presente no sedimento apds sua deposicao inicial, sob
condicdes relativas de baixa temperatura e pressao), que neste caso, remetem a condi¢des de
baixa temperatura relativa e sobre longas escalas geoldgicas de tempo. Essas condicGes
influenciam a composic¢do priméaria de moléculas alquiladas, onde os HPA sdo derivados
principalmente de material vegetal fossil (NEFF 1979 apud MEIRE, 2007). E terceiro, 0s
processos diagénicos também podem formar HPA através de precursores biogénicos, como
por exemplo, a formacéo de terpenos, derivados de material vegetal e que potencialmente
geram hidrocarbonetos polinucleados como perilenos, retenos e crisenos, assim como alguns
compostos derivados de fenantreno (MEYER & ISHIWATARI, 1993, SILLIMAN et al.,
1998 apud MEIRE, 2007). Além destas origens, os HPA sdo encontrados em grande

abundancia ao longo do Universo, considerando-se que eles se formaram ha dois milhares de
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milhGes de anos apo6s o Big Bang, sendo detectado pelo telescopio Spitzer e analisado pela
Administracdo Nacional de Aerondutica e Espaco (National Aeronautics and Space
Administration, NASA). O estudo dos HPA no Universo fornece o rastreio da evolugédo do
carbono cosmico (BOERSMA et al., 2013). Desde 0 ano 2012, a NASA reportou que os HPA
submetidos a condi¢cbes do meio interestelar se transformam através de oxidacéo,
hidrogenagdo e hidroxilacdo em compostos organicos mais complexos, passos prévios a
formacdo de amino-acidos e nucledtidos, matéria-prima para o0 DNA. Isto apoiaria a teoria
de que os HPA foram parte essencial para a origem da vida no nosso planeta (ANDERSON,
2015).

1.4. OCORRENCIA DOS HPA

Os HPA sdo compostos quimicamente inativos que conseguem se transportar gragas a
sua adesdo a particulas finas presentes na atmosfera. A dindmica atmosférica é, desta
maneira, o veiculo principal que os leva a uma enorme variedade de ambientes, pois eles séo
depositados da forma seca (vapor ou particulada) ou Umida (precipitacdo sob a forma
dissolvida ou particulada) sobre os mais diversos sistemas aquaticos e terrestres. (GARBAN
et al., 2002, ROSE & RIPPEY 2002 apud MEIRE, 2007). Esta deposicdo os coloca a
disposicdo das colunas de &gua e a posterior sedimentacdo, desta maneira promove sua
eventual incorporacdo na cadeia tréfica (POLAKIEWICZ, 2008). Esta disposi¢do depende
da presenca dos HPA em diferentes tipos de corpos de agua natural e tal presenca tem sido
verificada ao redor do mundo como apresentado na TABELA 2, a qual contém resultados de
concentracfes de HPA em aguas doces superficiais obtidos a partir de diferentes estudos.

Tradicionalmente considera-se que os HPA estdo presentes em duas fases no meio
aquoso, como matéria dissolvida e como matéria particulada. No entanto, existe uma parte,
sob condigdes favoraveis a sua formacao, de matéria coloidal. A presenca desta terceira fase
coloidal tem apresentado uma importante influéncia no transporte, destino e toxicidade de

micro poluentes organicos em ambientes aquaticos (BROWN et al., 2003).
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TABELA 2 — CQNCENTRAQOES DE HPA EM AGUAS DOCES SUPERFICIAIS OBTIDAS EM
DIVERSAS REGIOES

. x . Concentracoes A .
Matriz Regido Pais obtidas de HPA Referéncia
Agua de rio - Espanha 0,001 — 0,11 pgL™! Trlnazngfset al,
Agua de rio Delta do Rio Yangtze China 0,013 -0,64 ugL'  Zhang et al., 2012
Agua de rio Rio SuZhou China 0,06 — 0,36 pgL! Fuetal., 2012
Agua de canal Canal Beijing-Hangzhou China 0,17 — 1,36 pgL! Wu et al., 2010
Agua de rio Rio Schachtgraben Alemanha 0,01 — 0,64 pgL-! Rodil et al., 2007
Agua de lago Lago Maggiore Italia 0,58 — 2,90 ngL"! Olivella, 2006
Agua de rio Rio Paraiba do Sul Brasil 0,25 ugL! Azevedo etal,

2004

Da mesma forma tem sido constatada no territorio brasileiro, por exemplo, em &guas
salinas do litoral da Regido Sudeste, na Baia de Guanabara, RJ, um estudo em mexilhdes
encontrou uma concentracéo de 760,9 ng g (YOSHIMINE, 2012). Em &guas de tratamento
de residuos da industria petrolifera em Sergipe, foi detectada uma concentragéo de 177,7 ug
Lt (LIMA et al., 2011). Outro trabalho desenvolvido por Maioli et al. (2011) permitiu
determinar as concentrages que variaram de 221 a 1243 ng g no complexo estuarino
lagunar Mundad/Manguaba e 228 — 1814 ng g* no Rio Paraiba do Sul, nas regiGes do
Nordeste e Sudeste respectivamente. Por sua vez, Costa et al. (2015) reportou a presenca de
HPA nos rios Doce e Piracicaba (média de 677,5 ng L), no estado de Minas Gerais. No
Nordeste do Brasil, na Baia de Todos 0s Santos, Celino et al. (2012) reportou a presenca de
HPA em aguas superficiais (0,0029 —0,1079 ng L™1). No Parané, os HPA foram determinados
em concentracBes consideraveis na Bacia Hidrografica do Alto Iguacu por Leite (2008) em
sedimentos dos diferentes rios que compdem esta bacia (228 — 1814 ng g1). Finalmente, o
trabalho de Machado et al. (2014) demonstrou a evolucéo nas concentracdes de HPA nos
sedimentos do rio Barigui em Curitiba, de 39 ng g aproximadamente no ano de 1855 até
2350 ng gt em 2011, evolugdo que comprova o carater de transporte de HPA por parte de
rios até sedimentos e eventualmente a biota, incluindo o ser humano.

O caminho das fontes até os rios esta diretamente relacionado com o perfil de emisséo
de cada pais. Segundo Carrasco (2013) o Brasil origina suas emissdes de HPA principalmente

nos incéndios florestais (66%), a China com biocombustiveis (66,4%) e os Estados Unidos
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com produtos de consumo (35%), no entanto, outras atividades também contribuem a
emissdo destes poluentes. Assim, as maiores emissdes provém de processos industriais na
forma de residuos, por exemplo na producéo de aluminio, coque e eletrodos de carbono, onde
0 processo de eletrolise libera HPA. (STELLMAN, 1998; PEREIRA, 2000). Dos mais de
100 HPA encontrados na natureza, 16 HPA sdo classificados pela Unido Europeia e a U.S.
EPA de interesse ambiental e 6 como possiveis ou provaveis carcinogénicos humanos.
Somente cinco dos compostos estudados tém utilidade industrial (intermediérios na produgéo
de plasticos, corantes, farmacéuticos, e usados no desenvolvimento de pesquisas quimicas e
bioquimicas), 0s outros onze ndo apresentam aplicacdes conhecidas (STELLMAN, 1998;
ATDSR, 2015).

Na atualidade, a bioenergia é a maior fonte de energia renovavel e pode fornecer calor,
eletricidade, bem como combustiveis. O carvao € a fonte principal para a geracdo de energia,
seguida pelo vento e a geracdo de energia hidrica, a biomassa gerada na forma de desperdicio
solido é também utilizada para aplicacdes de geracdo de energia e calor. A geracdo de
eletricidade a partir de bioenergia tem aumentado linearmente desde o ano 2000, sendo que
em 2010 a bioenergia forneceu 280 TWh de eletricidade globalmente, o equivalente a 1,5%
da producéo elétrica mundial. No entanto, a cinza gerada a partir da combustdo de biomassa
pode representar uma ameaca ao ambiente devido a presenca de HPA e outros compostos
potencialmente toxicos (MASTO, 2015).

1.5. EFEITOS SOBRE A SAUDE

O primeiro indicio de carcinogenicidade quimica de produtos de combustéo organica foi
publicado em 1775 quando o cirurgido inglés Sir Percival Pott fez a primeira descri¢cdo do
cancer ocupacional por meio de uma associacdo do cancer em limpadores de chaminés com
exposicao prolongada a alcatrdo e fuligem. Um século mais tarde foi descrito o cancer de
pele em obreiros expostos a alcatréo e 6leo de xisto. Em 1930, o cancer de pulméo foi descrito
em operarios em plantas de aco e coque. Em 1933, foi mostrada a atividade carcinogénica de
um HPA isolado (benzo[a]pireno). Desde entdo muitos HPA carcinogénicos tém sido
descritos (STELLMAN, 1998).

Posteriormente foi comprovado experimentalmente que a presenga do benzo[a]pireno,

por si sO, ndo justificava toda a atividade carcinogénica observada nestas amostras, sendo
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este “excesso de carcinogenicidade”, atribuido a presenca conjunta de outros membros da
familia dos HPA e alguns dos seus derivados, principalmente nitroderivados. Estudos
posteriores conduziram a identificacdo de varios processos industriais e misturas complexas
dotados de potencial mutagénico e/ou carcinogénico, atribuidos a presenca destas substancias
(NETTO etal., 2000). Alguns destes processos e misturas sao mostrados na TABELA 3, onde a
carcinogenicidade para humanos é classificada como classe 1 que corresponde a
carcinogénicos, classe 2A para provavelmente carcinogénicos e a classe 2B para

possivelmente carcinogénicos (IARC, 2016).

TABELA 3 — EVIDENCIAS DE CARCINOGENICIDADE E/OU MUTAGENICIDADE DE ALGUNS
PROCESSOS INDUSTRIAIS E MISTURAS COMPLEXAS

. Evidéncias Evidéncias Classificacao pela
Processos/misturas . C . .
epidemioldgicas experimentais IARC
Producdo de aluminio Suficientes - 1
Gaseificacdo de carvao Suficientes - 1
Producdo de coque Suficientes - 1
Producdo de eletrodos de carbono Suficientes - 1
Betumes (extratos) - Suficientes 2B
Negro de carvéo Inadequadas Suficientes 2B
Exaustdo de motores a diesel Limitadas Suficientes 2A
Exaustdo de motores a gasolina Inadequadas Suficientes 2B
Oleos minerais (pouco ou néo tratados) Suficientes Suficientes 1
Oleo de xisto Suficientes Suficientes 1
Fuligem Suficientes - 1

FONTE: NETTO et al. (2000)

Os diferentes efeitos a curto, médio e longo prazo sobre a satde humana tém sido o
principal impulso para o crescimento do numero de pesquisas e consequentes legislacfes
sobre a presenca dos HPA em diferentes matrizes. Nos curto e médio prazos as exposi¢des
ocupacionais a niveis elevados de misturas de poluentes, contendo HPA sdo conhecidas por
resultar em sintomas como irritacdo nos olhos, nauseas, vomitos, diarreia, etc. As misturas
de HPA sdo também conhecidas por causar irritacdes e inflamacéo da pele (UNWIN et al.,
2006).

A carcinogenicidade de certos HPA tem sido bem estabelecida em animais de
laboratdrio, sendo observado um aumento da incidéncia de cancer de pele, pulméo, bexiga,
figado, e estdmago, além de afetar os sistemas hematopoiéticos e imunolégicos produzindo

problemas reprodutivos, neurolégicos, e de desenvolvimento (JONG et al., 1999; LATIF et
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al., 2010; SAMANTA et al., 2002, apud KIM et al., 2013). No caso de humanos diretamente,
0s estudos do Centro dos Estados Unidos para a Saide Ambiental das Criangas (“United
States' Center for Children's Environmental Health”, NCEH) demonstraram que a exposicao
a poluicdo de HPA durante a gravidez esta relacionada com resultados de partos adversos,
incluindo baixo peso ao nascer, parto prematuro, e desenvolvimento retardado da crianca
(PERERA et al., 2005; KIM et al., 2013). Durante a metabolizacdo dos HPA, a atividade
enzimatica pode resultar na formacéao de intermediérios reativos que podem formar ligacoes
covalentes com 0 DNA (RICE et al., 2007). Tem-se demonstrado que os adutos de DNA (um
aduto de DNA é uma parte de DNA ligada covalentemente a um composto quimico que pode
ser causador de carcinogénese), resultam em um espectro de mutagdes celulares que podem
ser teratogénicas, isto é, que afetam o desenvolvimento normal do feto (WELLS et al., 2010).

Os HPA carcinogénicos tém sido a base de muitos estudos de epidemiologia molecular
nos casos de populacbes expostas a poluicdo ambiental. Na Poldnia, por exemplo, as
populacbes expostas a poluicdo ambiental mostraram aumentos dos niveis de varios
marcadores de genotoxicidade, incluindo adutos de DNA de HPA, aberragdes
cromossoémicas e trocas de cromatides irmas (FARMER et al., 2003). Na Republica Checa,
houve um aumento significativo no nivel de adutos de DNA de HPA na regido poluida.
Recém-nascidos com adutos de DNA elevados no sangue do corddo umbilical tiveram ao
nascer um comprimento, um peso e um perimetro cefélico significativamente menores em
comparagdo com o0s recém-nascidos com niveis mais baixos de adutos de DNA no sangue do
corddo umbilical. Estes resultados indicam que, pelo menos, em algumas regides os HPA séo
uma importante fonte de atividades genotdxicas e embriotoxicas, presentes em misturas
organicas associadas com a poluicdo do ar (FARMER et al., 2003). Através de uma
investigacdo sobre os niveis de HPA presentes em placenta, feita com 80 fetos, Ren et al.
(2011) demonstrou que o risco de defeitos é de 4 a 5 vezes maior quando os niveis de HPA
estdo acima de 597 ng g* de lipidios. Nos Estados Unidos e na Pol6nia, a exposigdo pré-natal
aos HPA foi associada com desenvolvimento cognitivo e inteligéncia inferiores, bem como
problemas de comportamento em criangas mensuradas aos 3 e 7 anos de idade (EDWARDS,
et al., 2010, PERERA, et al., 2009, 2006, 2012, 2013, apud GENKINGER, et al., 2015).
Tendo um namero tdo significativo de efeitos provados a curto e médio prazos e dadas as

potenciais consequéncias a longo prazo da exposi¢cdo aos HPA na faixa etaria pré-natal ou
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nos primeiros meses de vida, € impossivel ndo salientar a importancia da identificacdo de
fatores de risco modificdveis que modulem os efeitos da exposicdo aos HPA nas suas
diferentes matrizes de ocorréncia.

Além dos efeitos globalmente observaveis sobre a saide humana, os diferentes paises e
no caso do Brasil, as diferentes regides geograficas tém suas particularidades, incluindo
carateristicas culturais que podem representar um incremento na exposi¢cdo aos HPA.
Segundo Kamangar (2008), a bebida de erva-mate, feita com as folhas de llex paraguayensis,
conhecida também como chimarrdo, tem sido associada a canceres de es6fago, orofaringe,
laringe, pulmdes, rins e bexiga. Tém sido encontradas concentracfes muito altas de HPA
carcinogénicos em folhas de erva-mate, tanto em infusdes quentes quanto frias. Esta
descoberta apoia a hipétese de que a carcinogenicidade da erva-mate pode estar relacionada
com o seu conteudo de HPA. Assim, um estudo sobre a presenca de HPA em diferentes
corpos de agua doce na Regido Sul do Brasil tem um impacto de grande importancia para a
sua populacdo (IBGE, 2013). Isto aumenta a preocupacao pela presenca de HPA em corpos
de &gua, devido a possivel bioacumulacdo ocorrida em seres humanos. A analise da presenca
de HPA em &guas dos rios do Parana é necessaria para o estudo dos efeitos na saude de
grandes populacGes que podem ser afetadas ainda sendo de outros estados e paises
(PRODUTOS FLORESTAIS, 2013).

1.6. LEGISLAGAO

Os HPA comecaram a ser legislados nos Estados Unidos gracas a uma série de
negociacdes na década de 1970, para identificar compostos representativos da poluicdo
produzida pela indlstria e assim definir os analitos alvos para as pesquisas de carater
ambiental (ANDERSSON, 2015). Keith e Telliard (1979) apresentaram formalmente a lista
de 16 HPA (FIGURA 1) contendo diferentes contaminantes prioritarios para a U.S. EPA,

documento base para as quatro décadas de pesquisa destes perigosos analitos.
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FIGURA 1 - ESTRUTURAS MOLECULARES DOS PRINCIPAIS 16 HPA ESTABELECIDOS PELA U.S.
EPA

No Brasil, esses 16 HPA de estudo sdo classificados como substancias toxicas e
perigosas pela Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) pela norma ABNT NBR
10.004 vigente desde 2004 até a atualidade. Por sua parte, a Resolucdo CONAMA n° 357/05
estabelece uma classificacdo dos corpos de &gua e os limites na concentragdo de HPA
presentes em cada tipo de corpo aquatico. Esta resolucao estabelece os limites para a presenca
de uma série de HPA em aguas doces destinadas ao consumo e contato humano (Classe 1)
em 0,05 pg L para os seguintes compostos: benzo[a]antraceno, benzo[a]pireno,
benzo[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno, criseno, dibenzo[a,h]antraceno e indeno[1,2,3-
c,d]pireno.

A classificagcdo dos corpos de agua doce segundo CONAMA é a seguinte:
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e Classe especial: aguas destinadas ao abastecimento para consumo humano, com
desinfeccdo; a preservacdo do equilibrio natural das comunidades aquéticas; e a
preservacao dos ambientes aquaticos em unidades de conservacao de prote¢do integral.

e Classe 1: aguas que podem ser destinadas ao abastecimento para consumo humano apos
tratamento simplificado; a protecdo das comunidades aquaticas; a recreacdo de contato
primario, tais como natacdo, esqui aquatico e mergulho; a irrigacdo de hortalicas que sdo
consumidas cruas e de frutas que se desenvolvam rentes ao solo e que sejam ingeridas
cruas sem remocdo de pelicula; e a protecdo das comunidades aquaticas em Terras
Indigenas.

e Classe 2: 4guas que podem ser destinadas ao abastecimento para consumo humano ap6s
tratamento convencional; a protecdo das comunidades aquaticas; a recreacdo de contato
primario, tais como natacdo, esqui aquatico e mergulho; a irrigacdo de hortalicas, plantas
frutiferas e de parques, jardins, campos de esporte e lazer, com 0s quais o0 publico possa
vir a ter contato direto; e a aquicultura e a atividade de pesca.

e Classe 3: 4guas que podem ser destinadas ao abastecimento para consumo humano ap6s
tratamento convencional ou avancado; a irrigacdo de culturas arboreas, cerealiferas e
forrageiras; a pesca amadora; a recreacao de contato secundario; e a dessedentacdo de
animais.

e Classe 4: adguas que podem ser destinadas a navegacdo; e a harmonia paisagistica.

A TABELA 4, apresenta os limites maximos da concentracdo de alguns HPA

estabelecidos pela Resolucdo CONAMA n° 357/05 em corpos d'agua doce.

TABELA 4 — LIMITES MAXIMOS DA CONCENTRAGCAO DE ALGUNS HPA EM DIFERENTES
CLASSES DE AGUA SEGUNDO A LEGISLACAO FEDERAL BRASILEIRA

c Concentragdes maximas permitidas de HPA em aguas doces (pg L)
orpo |
dagua | Benzo[a] Benzo[a] Benzo[b]  Benzo[k] . Dibenzo[a,h] Indeno
doce . Criseno [1,2,3-cd]
antraceno pireno fluoranteno fluoranteno antraceno pireno
' Classel 005 005 005 005 005 005 005
Classe 1* 0,018 0,018 0,018 0,018 0,018 0,018 0,018
Classe 3 - 0,7 - - - - -

*Padrdes para corpos de agua onde haja pesca ou cultivo de organismos para fins de consumo intensivo
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1.7. BIODEGRADACAO DOS HPA

Os riscos associados aos HPA podem ser superados através da utilizacdo de métodos
convencionais, que envolvem remocéo, alteracao, ou o isolamento do poluente. Tais técnicas
envolvem escavacdo de solos contaminados e sua incineracdo ou contencdo, tecnologias
geralmente caras, e nas quais frequentemente ha uma transferéncia de poluentes de uma fase
para outra. Por outro lado, a biorremediacdo é a ferramenta para transformar os compostos
em formas menos perigosas ou nao perigosas com menor utilizacdo de produtos quimicos,
energia e tempo (HARITASH et al., 2009). A degradacdo dos HPA envolve a quebra de
compostos organicos através de biotransformacdo em metabdlitos menos complexos, e por
meio de mineralizacdo em minerais inorganicos, H20, CO: (aerobica) ou CH4 (anaerobica).
No entanto, a biorremediacdo de um poluente e sua taxa dependem das condic¢des do meio,
0 nmero e tipo de microrganismos, a natureza quimica e estrutura do composto quimico a
ser degradada. As bactérias sdo a classe de microrganismos ativamente envolvidas na
degradacédo de poluentes organicos em locais contaminados (como no caso de descarga de
residuos petroquimicos a longo prazo), portanto um nimero de espécies de bactérias é
conhecido por degradar HPA. Diferentes estudos tém demonstrado que as bactérias podem
degradar o benzo[a]pireno (0 mais cancerigeno e tdxico dos presentes em residuos
petroquimicos) quando cultivadas em uma fonte alternativa de carbono em experimentos de
cultura liquida (HARITASH et al., 2009).

Por outro lado, varios fungos sdo conhecidos pela sua propriedade de degradacédo de
poluentes persistentes. A degradacdo microbiana por fungos ligninoliticos produze enzimas
ligninoliticas extracelulares com muito baixa especificidade do substrato, tornando-os
adequados para a degradacdo de compostos diferentes (HARITASH et al., 2009).
Experimentos com enzimas purificadas revelaram que as enzimas ligninoliticas sdo capazes
de degradar os HPA, por exemplo, Handibarata et al. (2013) revelou uma degradacéo de até
92% da concentracdo do antraceno ap0s 30 dias de incubacdo na caracterizacdo de
metabolitos de antraceno produzidos por Armillaria sp. F022 em um sistema enzimatico. A
degradacdo dos HPA requer um consorcio de microrganismos, onde as algas sdao mais uma
opcdo. Cianobactérias, algas verdes e diatoméceas sdo conhecidas por metabolizar o
naftaleno a uma série de metabolitos. Assim, o benzo[a]pireno é transformado em didis e

quinonas por algas marinas em um periodo de 5 a 6 dias (HARITASH et al., 2009).
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A biodegradacdo de HPA tem sido observada em condicdes aerdbias e anaerobias,
porém a biodegradacdo anaerdbica de HPA é um processo lento, iniciado através da
introdugdo de ambos atomos de oxigénio molecular no ndcleo aromatico, sendo a reacao
catalisada por uma dioxigenase de multicomponentes, que consiste em uma redutase, uma
ferredoxina e uma proteina de ferro-enxofre (HARAYAMA et al., 1992, apud HARITASH
et al., 2009). Grande parte dos estudos metabolicos recentes se focalizam nas
sphingomonadas e actinobactérias, especialmente na sua capacidade para atacar compostos
de massa molecular elevada (MM > 202). As actinobactérias, com suas taxas de crescimento
lentas e sua capacidade de se aderir a superficies hidrofobicas, sdo altamente adaptadas a
substratos de massa molecular elevada com baixa biodisponibilidade (KANALY, 2010).
Kweon et al., (2010) demonstrou que uma série de enzimas evoluiram para acomodar
especificamente os HPA de alta massa molecular nos seus grandes bolsos de ligacdo de
substrato nos seus locais ativos e assim, as enzimas satisfazem os requisitos espaciais para a
sua dihidroxilacédo eficiente (VILA, 2015). O tratamento de HPA tem gerado comunidades
microbianas com grandes capacidades de degradacdo de HPA, como por exemplo a
degradacéo de naftaleno, fenantreno, antraceno e pireno pela Alteromonas sp. SN2, segundo
reportado por Jin et al. (2012). Contudo, os HPA de maior massa molecular persistem devido
a maior dificuldade para degradar-se, ja 0s mais leves sao tratados por diversos métodos. Por
exemplo Wang et al. (2007), reportou uma remocao de até 93% do total de HPA utilizando
um sistema de tratamento de aguas residuais composto por unidades andxicas e aerdbicas na
China, mas os HPA de mais de 3 anéis de benzeno permaneceram quase inalterados. No
entanto, microrganismos com capacidade para degradar os HPA de maior massa molecular,
através de co-metabolismos com amostras preparadas em laboratérios, tém sido estudados
com sucesso para HPA de massa molecular elevada como o benzo[a]pireno (MOODY et al.,
2004, RENTZ et al., 2005).

1.8. TECNICAS ANALITICAS INSTRUMENTAIS

A determinacdo de HPA em amostras ambientais requer procedimentos de amplo
cuidado analitico, devido as baixas concentragdes destes contaminantes presentes em
amostras de grande complexidade. Consequentemente, os métodos analiticos devem incluir

técnicas de separacdo e deteccdo para amostras multicomponentes com uma ampla variedade
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de polaridades, volatilidades, tamanhos e formas moleculares (POSTER et al., 2006). As
separagdes cromatograficas para a anélise de HPA, baseadas na distribuicdo entre a fase
estacionaria e a fase movel presentes na coluna cromatografica, desempenham um papel
fundamental na determinacdo de HPA em amostras ambientais. Algumas das técnicas de
separacdo cromatografica mais utilizadas sdo a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(“High Performance Liquid Chromatography”, HPLC) e a Cromatografia Gasosa (“Gas
Chromatography”, GC). Na atualidade sdo utilizadas alteracGes dessas técnicas, como
apresenta a TABELA 5. Um caso relevante é a Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia
(“Ultra Performance Liquid Chromatography”’, UPLC), a qual apresenta limites de deteccdo
baixos e similares & GC. Abaixo, sdo listados os métodos estabelecidos pela U.S.EPA para a
determinacédo de HPA:

TABELA 5 — METODOS PARA A DETERMINACAO DE HPA EM AMOSTRAS AMBIENTAIS
SEGUNDO U.S.EPA

Método Foco do método Titulo Referéncia
Organic compounds by liquid-solid Methods for the Determination of
extraction and capillary column GC- Organic Compounds in Drinking EPA/600/R-

525.2 MS Water-Supplement 111 95-131
PAHSs by liquid-liquid extraction and ~ Methods for the Determination of
550 HPLC with coupled UV and FL Organic Compounds in Drinking EPA/600/4-
550.1 detection Water Supplement | 90/020
Methods for organic chemical analysis Guidelines Establishing TeSt EPA, 610,
. . X Procedures for the Analysis of
610 of municipal and industrial wastewater 2005
Pollutants
Methods for the organic chemical Guidelines Establishing Test
analysis of municipal and industrial Procedures for the Analysis of EPA, 625,
625
wastewater Pollutants 2005
Methods for organic chemical analysis p?gégggpeisfgﬁt%bel |;hn|2|g ;Ii':sgf EPA, 1625,
1625 of municipal and industrial wastewater Y 2005

Pollutants

1.8.1. Cromatografia Gasosa

A cromatografia gasosa é um processo de separacdo de substancias quimicas, baseada
na diferenca de distribuicdo entre a fase mdvel e a fase estacionaria, para separar 0S
componentes de uma amostra. Aquelas substancias distribuidas preferencialmente na fase
movel, passam através do sistema cromatografico mais rapido do que as que possuem maior

afinidade com a fase estacionaria. Assim, as substancias sdo eluidas a partir da coluna na
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ordem inversa da magnitude dos coeficientes de distribuicdo, com respeito aqueles da fase
estacionaria (SCOTT, 1998).

Devido a sua simplicidade, sensibilidade e efetividade na separacéo de compostos, € uma
das mais importantes técnicas analiticas disponiveis na atualidade. Em curto periodo de
tempo tornou-se a principal técnica para separacdo e determinacdo de compostos volateis
e/ou volatilizaveis (PENTEADO et al., 2008).

1.8.2. Principio

As separacOes cromatograficas gasosas podem se classificar de acordo com a natureza
fisica da fase estacionaria em cromatografia gas-sélido (Gas-Solid Chromatography, GSC) e
cromatografia gas-liquido (Gas-Liquid Cromatography, GLC).

Um diagrama representando um cromatografo a gas basico apresenta-se na FIGURA 2.
Os principais componentes de um cromatdgrafo a gas sdo: cilindro de gés, injetor, coluna,
forno, detector, sistema de controle e aquisi¢do de dados.

..
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i Procesador do smal ‘
¢/ lonizador do MS | J‘L
- “\‘
/ Injetor
Detector do MS Coluna do GC

FIGURA 2 — REPRESENTACAO ESQUEMATICA DO CROMATOGRAFO A GAS
FONTE: A AUTORA
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Em cromatografia gasosa a fase mdvel € um gas inerte, usualmente hélio, hidrogénio ou
nitrogénio, e a fase estacionaria € um liquido de alta massa molecular, o qual é depositado na
superficie na forma de particulas finamente divididas ou nas paredes de uma coluna tubular.
O fluxo de gés através do dispositivo de injecdo com temperatura determinada é controlado
por valvulas de medicdo de gas. A coluna é conectada ao sistema de injecdo e as amostras
sdo introduzidas (com o auxilio de uma micro seringa), onde € vaporizada e transferida junto
com 0 gas de arraste para a coluna cromatogréafica, dentro de um forno com taxa de
aquecimento estabelecida. Um detector conectado direto a coluna monitora a eluicéo
individual dos compostos. O detector deve ser inerte ao gas quando os compostos eluidos

estédo sendo detectados. O registro da resposta com o tempo forma o cromatograma.

1.8.2.1. Deteccgéo por espectrometria de massas

O equipamento utilizado no presente trabalho faz uso de um espectrémetro de massas
com quadrupolos tridimensionais do tipo armadilha de ions para a deteccéo seletiva dos HPA,
o0 qual esta disposto em seguida ao cromatdgrafo a gas. O espectrometro estad conformado por
um eletrodo anelar, que substitui dois eletrodos retos do sistema convencional de quadrupolo
linear, mais dois eletrodos hiperbdlicos.

No seu funcionamento, 0s elétrons que provém da fonte de ionizagdo passam por um dos
eletrodos hiperbolicos, enquanto o segundo deste tipo permite que os ions passem através de
orificios na sua parte central para atingir o detector. O espectrdmetro coleta as moléculas da
amostra diretamente da coluna cromatografica em fase gasosa, arrastadas pelo fluxo de gas
(He) da coluna cromatografica. Estas entram na armadilha de ions e recebem um bombardeio
de elétrons emitidos na fonte de elétrons e energizados a 70eV, os quais sdo direcionados
para a regido central da armadilha. Esta energia ndo é so suficiente para ionizar as moléculas,
mas também as fragmenta, sendo os padrdes de fragmentacao dos ions a determinada energia
caracteristicos das moléculas ionizadas (MCMASTER, 2008).

A ionizagéo por elétrons demora o tempo suficiente para produzir o nimero de ions pré-
selecionados, num intervalo de 100 ps de pré-ionizacdo, conhecido como “controle
automatico de ganho”. Os ions formados neste processo produzem uma resposta que ¢
utilizada como escala de tempo de ionizacdo para produzir o numero procurado de ions ao

longo da ionizagdo analitica. O potencial de aprisionamento no interior da armadilha
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influencia os ions formados com uma frequéncia fixa no eletrodo anel, assim, todos ions num
intervalo de razdo massa carga (m/z) sdo aprisionados dentro do campo de quadrupolo
estabelecido (LEITE, 2008).

Durante e apds a ionizagdo, os ions sofrem aproximadamente 20.000 colisdes por
segundo com os atomos de hélio até se fragmentar em ions caracteristicos de raz6es m/z. Os
ions ndo perdidos se focalizam para o centro da armadilha, e mediante uma frequéncia
aplicada no eletrodo central, acontece uma ejecéo seletiva das massas idnicas, levando os
ions ejetados através dos orificios dos eletrodos hiperbdlicos. Dessa forma, a metade dos ions
atravessa um dos eletrodos hiperbélicos, atingindo o multiplicador de elétrons. Os sinais
ibnicos detectados geram o espectro de massas em ordem crescente de razdo m/z, cujas

intensidades séo diretamente proporcionais as suas abundancias (LEITE, 2008).

1.9. TECNICAS DE EXTRAGCAO DE HPA

O preparo de amostra em cromatografia, como passo prévio a introducdo da amostra no
sistema cromatografico, constitui um aspecto de grande transcendéncia. Este processo
compreende um conjunto de operagdes orientadas a evitar as dificuldades derivadas da
complexidade da matriz e da excessiva diluicdo da amostra. Geralmente sdo procedimentos
fisicos e fisico-quimicos nos quais é frequente o emprego de duas fases para levar a cabo
uma separacao global com ou sem pré-concentracdo. Os processos mais comuns sao de
sor¢do (troca ibnica, adsor¢do com carvdo ativado, silica, alumina, etc), particdo (com fases
ligadas suportadas, etc), extracdo liquido-liquido, destilacdo ou volatilizagdo,
ultracentrifugacdo, osmose inversa, liofilizacdo, entre outras (VALCARCEL et al., 1988).

O desenvolvimento de técnicas analiticas de preparo de amostra para determinar o
transporte e destino de poluentes no ambiente, geralmente utiliza agua ultrapura com
solucBes padrdo em concentragcGes maiores aquelas encontradas nos corpos d'dgua natural.
No caso dos HPA mais hidrofobicos, estas concentracGes estdo proximas as suas
solubilidades, e quando a concentracdo do soluto estd proxima a sua solubilidade, ocorre o
processo fisico-quimico da formacéo de coloides, a qual pode gerar erros sistematicos nas
técnicas analiticas mencionadas, segundo Li et al. (2001). Em consequéncia, deve-se manter
um controle estrito sobre a concentracéo do soluto para evitar este fenémeno e garantir uma

solucgéo consideravelmente efetiva, quando for este o objetivo.
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Cabe destacar que a estabilidade dos coloides liofilicos, como os de HPA, é altamente
sensivel a temperatura (com menor temperatura, menor estabilidade) e as pequenas
quantidades de eletrélitos inorgénicos. Este ultimo fator € devido a que tais eletrolitos
provocam um desequilibrio nas forgas eletrostaticas de atracao e repulsdo de Van der Waals
entre as particulas destes coloides, cujas distancias entre particulas sdo consideravelmente
maiores do que aquelas dos coloides convencionais. Desta maneira, uma elevada temperatura
e agitacdo, junto com a presenca de eletrolitos inorganicos, favorecem o processo de dilui¢éo
dos HPA, isto €, a desestabilizacdo dos seus coloides. A existéncia de coloides de HPA em
aguas naturais é pouco provavel, devido tanto aos longos tempos necessarios para alcancar o
equilibrio quanto a influéncia de eletrélitos inorgéanicos (LI et al., 2001). No entanto, quando
empregadas solucGes de dgua natural enriquecidas com HPA, suas concentracdes ficam mais
préximas as correspondentes a solubilidade dos HPA com maior massa molecular, podendo
introduzir erros na extracdo destes analitos.

H& uma grande quantidade de técnicas de extracdo usadas para extrair poluentes
organicos a partir de matrizes liquidas e solidas. Considerando que as concentragdes totais
de HPA em é&guas naturais sdo baixas chegando a nivel de 50 ng L™ para locais ndo poluidos
e de até 6 g L™ nos rios mais contaminados (SANTANA-ROMERO et al., 2012), é necessario
desenvolver técnicas seletivas e sensiveis, como a etapa de preparo de amostra, para a
determinacdo desses compostos no ambiente. Neste sentido, a extracdo é um processo vital
para sua determinacdo, e, portanto, tem sido o foco de uma grande quantidade de pesquisas.
Usualmente a Extragdo em Fase Solida (“Solid Phase Extraction”, SPE) ¢ a Extragao
Liquido-Liquido (“Liquid-Liquid Extraction”, LLE) sdo o ponto de partida para o
desenvolvimento de técnicas mais eficientes. Em ambos o0s casos os analitos sdo extraidos a
partir de uma solucdo aquosa e posteriormente dissolvidos em um solvente organico, o qual
é evaporado para concentrar os analitos a serem detectados. Estas duas técnicas requerem
tempo e esforco consideravel, e no caso da SPE, que apresenta a vantagem de poder ser
automatizada, tem também as inconveniéncias de necessitar de solventes tdxicos para a etapa
de eluicdo, e de descartar seus cartuchos ap0s seu uso, fato que incrementa seu custo

econémico e volume de residuos perigosos (COELHO et al., 2008).
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Recentemente foram aplicadas uma série de técnicas de extracdo para HPA em matrizes
de aquosas a partir da SPE e a LLE, como por exemplo no caso da Micro Extracdo em Fase
Solida (“Solid Phase Micro Extraction”, SPME), versdo miniaturizada que reduz os tempos
de extracdo e o uso de solventes como reportado por Coelho et al. (2008). Uma
miniaturizagdo que vai além da SPME, ¢ a Nano Extracdo em Fase Soélida (“Solid Phase
Nano Extraction”, SPNE), técnica modificada por Wilson (2014) para fazer uso de nano
particulas de ouro para a extragdo dos HPA, mediante a centrifugacdo das particulas
sobrenatantes no meio aquoso e com solventes para a extracdo dos analitos. Esta técnica
apresentou um uso ainda menor de solventes do que a SPME, um objetivo em comum com
0 presente trabalho.

Por outro lado, a Micro Extracdo Dispersiva Liquido-Liquido (“Dispersive Liquid-
Liquid Micro Extraction”, DLLME), desenvolvida por Rezaee et al. (2006), se baseia na
injecdo de uma mistura de solvente extrator e solvente dispersivo na amostra aquosa e 0s
analitos sdo extraidos nas goticulas finas do solvente extrator, que é separado e analisado.
Algumas modificac¢6es tém sido feitas com o intuito de otimizagdo como realizado por Tseng
et al. (2014), utilizando-se a emulsificagdo num dos seus métodos (“Up-and-down Shaker-
assisted Dispersive Liquid-liquid Microextraction”, UDSA-DLLME), e substituindo o
solvente organico com uma solugédo surfactante em outro (“Water with Low Concentration
of Surfactant in Dispersed Solvent-assisted Emulsion Dispersive Liquid-liquid
Microextraction”, WLSEME). Ambas as técnicas apresentam bons limites de detecgéo e
boas recuperacfes (TABELA 6).

Outra modificacdo as técnicas classicas, é a Extracdo Sortiva de Imersdo Direta e em
“Headspace” (“Direct Immersion and Headspace Sorptive Extraction”, DIHS), combinacéo
simultanea apresentada por Trifianes et al. (2015). Esta configuracdo foi desenvolvida para
extrair tanto os HPA de menores massas moleculares quanto aqueles de maiores massas,
sendo uma proposta para resolver um problema comum entre as técnicas de extracdo para
estes analitos: condicOes diferentes e muitas vezes antagonicas entre tais grupos de massa
molecular.

Na TABELA 6, estdo apresentadas estas e outras técnicas que representam uma
referéncia importante para medir a eficiéncia da HF-LPME com os desenvolvimentos

contemporaneos.
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Analito TecnlcaNde Tecr:n_ca LOD Recuperagéo Referéncia
extracao analitica
16 HPA DIHS-SE UPLC-FD-  0,001-17pgL™ 46-103% Trifianes et al.
uv (2015)
11 HPA UDSA-DLLME  GC-MS 0,022-0,06 ugL* 84-113% Tseng et al.
(2014)
11 HPA WLSEME GC-MS 0,022-0,13 pgL* 86-114% Tseng et al.
(2014)
16 HPA SPNE GC-MS 4,94-65,5 ngL™! 23-116% Wilson et al.
(2014)
8 HPA  Nano conducting
copolymer HPLC-UV  0,01-0,08 ngmL* 64-119% Rahimi et al.
coated frits — SPE (2014)
13 HPA  IL-MNPs-SPE GC-MS 0,04-1,11pgL? 75-102% Galan-Cano et al.
(2013)
8 HPA MEPS GC-MS 0,8-8,2 ngL? 70-117% Fuetal.
(2012)
10 HPA Monolithic GC-MS 2,8-11,5ngL™! 57-99% Galan-Cano et al.
capillary SPE (2011)
15 HPA SBSE GCxGC- 0,01-2,5 ngL™* > 70% GoOmez et al.
TOF-MS (2011)
16 HPA  MWCNTs- SPE GC-MS 0,001-0,15ugL™* 72-93% Wu et al.
(2010)
16 HPA SPME GC-FID 0,06-0,50 pgl* > 71% Coelho et al.
(2008)
16 HPA MASE LVI-GC- 3-40 ngL? 72%-114% Rodil et al.
MS (2007)
16 HPA SPME GC-MS 1-29ngL? - King et al.
(2004)
16 HPA SPE HPLC 0,01 -5ngL? 28,3-104,3% Kabzinski et al.
(2002)

1.9.1. Microextracdo em fase liquida suportada com fibra oca (HF-LPME)

Os avancos e descobertas em desenhos moleculares de materiais e fabricacdo de

membranas tém sido muito importantes para a expansdo das tecnologias em processos de

separagdo moderna. As extracdes baseadas em membranas tém aumentado nos ultimos anos,

encontrando diferentes aplicacbes nos campos biomédicos, ambientais, alimenticios e na
industria (DA LA GUARDIA et al., 2011).

Em geral, as membranas podem ser consideradas como barreiras seletivas entre duas

fases: fase doadora e fase receptora. Existem dois tipos basicos de membranas: membranas

por excluséo de tamanho e membranas de extracdo. No primeiro tipo, a separacdo ocorre pelo
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efeito de peneira, procurando minimizar as interacdes quimicas entre a membrana e 0sS
analitos; no segundo tipo, a interacdo entre a membrana e os analitos fornece uma
seletividade quimica. As membranas de extracdo podem ser classificadas de acordo com sua
morfologia (quantidade, tamanho e distribuicdo dos poros através da estrutura) como:
membranas micro porosas seletivas e membranas homogéneas de extracdo (ndo porosas).
Com excecdo das membranas denominadas poliméricas (ndo porosas) as membranas de
extracdo sdo polimeros organicos sintéticos hidrofébicos, os quais se tornam ndo porosos
qguando um solvente organico preenche seus poros. Dentro dos polimeros usados com maior
frequéncia na sua fabricacdo se encontram o polipropileno (PP), o politetrafluoretileno
(PTFE) e o polifluoreto de vinilideno (PVDF) (DA LA GUARDIA et al., 2011).

Duas configuragdes basicas de membranas de extracdo podem ser usadas: as membranas
planas (flat sheet) e as fibras ocas (Hollow fibers). A primeira configuracdo requer a
implementacdo de um dispositivo de extracdo para suportar a membrana (usualmente
colocada no meio dos dispositivos) enquanto que a fibra oca tem forma capilar e pode ser
auto suportada (DA LA GUARDIA et al., 2011). A primeira membrana polimérica de fibra
oca foi patenteada como um dispositivo de separacdo por Mahon e o grupo Dow Chemical
em 1966, e apds um tempo foi comercializado pela Dow, Monsanto e Du Pont, entre outros
(HIDAL et al., 2015, BAKER, 2012). Comparada com as membranas planas, a configuragdo
da fibra oca oferece uma série de vantagens devido as suas caracteristicas de modulo e
desenho, tais como: (1) uma area maior de membrana por unidade de volume nos médulos
de membrana; (2) auto suporte mecanico para suportar uma lavagem para a separacao liquida
e (3) facilidade na manipulacdo durante a fabricacdo do mddulo e o processo de operacao.
Na atualidade as membranas de fibra oca sdo amplamente empregadas como alternativas as
separacdes tradicionais em um grande espectro de aplicacdes relativas a energia, producao
de 4gua, meio ambiente e ciéncias da saide (HIDAL et al., 2015).

A microextracdo em fase liquida suportada com fibra oca, termos comumente utilizados
em portugués (“Hollow fiber liquid phase microextraction”’, HF-PLME) foi introduzida pela
primeira vez em 1999 por Pedersen e Einar (PEDERSEN et al., 1999), para a analise de meta-
anfetamina em amostras de plasma e urina de seres humanos. Nesta técnica, uma fibra oca
porosa, geralmente de polipropileno, é preenchida com um pequeno volume (microlitros) de

solucéo receptora imiscivel em agua. A fibra oca preenchida é imersa no solvente organico,
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por poucos segundos, para imobilizar o solvente, antes de ser colocado na solugdo aquosa
doadora (amostra) onde a extracdo ocorre. Os analitos sdo extraidos a partir da solugéo
aquosa por meio da membrana liquida suportada (“Supported Liquid Membrane”, SLM) ou
lumen da fibra, sob agitacdo, migrando para a solucao receptora. Apos o tempo de extracao,
a solucdo receptora € retirada da fibra oca com auxilio de uma micro seringa e transferida a
andlise cromatogréafica (GHAMBARIAN et al., 2012).

A HF-LPME ndo é uma técnica exaustiva como a LLE ou a SPE, isto significa que a
fase receptora ndo é capaz de extrair uma grande quantidade do composto presente na fase
doadora, devido a que esta é significativamente menor a fase doadora ou porque a
transferéncia de massa é muito lenta. Os métodos ndo exaustivos sdo usualmente mais
rapidos do que os exaustivos, ja que ndo é necessario alcancar o equilibrio de particdo
(ROSTAGNO et al., 2013). Esta técnica de extracdo pode ser utilizada no modo de duas ou
trés fases, dependendo da natureza do analito a ser extraido e do solvente a ser utilizado. No
presente trabalho é utilizado o modo de duas fases devido ao carater hidrofobico dos
compostos, cuja solubilidade é maior em solventes organicos (imisciveis em agua) do que

em meio aquoso.

1.9.1.1. Configuracdo de duas fases para HF-LPME

No sistema de duas fases, os analitos sdo extraidos a partir de uma solucdo aquosa (fase
doadora) através de um solvente organico (fase receptora), o qual encontra-se imobilizado
nos poros e no interior dessa membrana (fase extratora). O extrato final obtido € diretamente
compativel com GC, sendo o tolueno e o 1-octanol os solventes mais utilizados com GC e
HF-LPME de duas fases (GHAMBARIAN et al., 2012). Este processo € representado pelo
equilibrio abaixo:

Aamostra <> Afase organica

onde A representa a concentragdo do analito de interesse.
O coeficiente de partigdo entre a solucdo organica receptora e a solugdo aquosa

doadora Kr é definido conforme a equagéo 1:
d

Kr_ Ceqr 1)

d Cequ



43

onde Ceqr corresponde a concentragdo do analito no equilibrio na solucéo receptora e
Ceq,d € a concentracdo do analito no equilibrio na solu¢do doadora (PEDERSEN et al., 2008).
A quantidade de analito n; é igual a soma das quantidades individuais de analito presente nas

duas fases durante todo o processo de extracao:
nj_ng+ n. (2)

onde nqg corresponde a quantidade de analito presente na fase doadora e ny a quantidade
de analito presente na fase receptora. No equilibrio a equacgéo (2) pode ser escrita da seguinte
forma:
CiVq = CeqaVa + CeqrVr  (3)

onde C; é a concentracao inicial do analito na amostra e Vg4 e V, sdo 0s volumes da fase
doadora e da fase receptora, respectivamente. No equilibrio, segundo Pedersen et al. (2008),
a quantidade de analito extraido para a fase extratora neqr do sistema pode ser expressa da

seguinte maneira:

Kr/dVrCin
Kr/aVr + Vg

(4)

Neq,r =

A eficiéncia da extracdo, também chamada de recuperacao, é definida como:

R=—9 (5)

Ntotal

onde Neqr € Niotal SA0 05 NUMeros de moles extraidos e totais de A, respectivamente. De
acordo com a equacao (1) e o equilibrio de massas do sistema de extracdo de duas fases HF-
LPME, a eficiéncia de extracdo pode ser calculada da seguinte forma:

__100mneqr _ KpgVr

R =
CiVq KraVr+Vq

x 100  (6)
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O fator de enriquecimento do analito pode ser calculado pela equacéo (7),

Cr _ VgR

E=-2X=
Ci 100V;

(7)

onde C; é a concentracdo de A na fase receptora ao final da extragdo (GHAMBARIAN
et al., 2012). A partir dessas equacdes pode-se supor que a recuperacdo € dependente do
coeficiente de particdo e dos volumes da fase doadora e da fase receptora, sendo que no caso
do sistema com duas fases a fragdo do solvente organico imobilizado nos poros da membrana
da fibra oca ndo esta disponivel para sua posterior analise; apenas a fracao presente no interior

pode ser retirado para um micro inserto (TUNG SI HO et al., 2002).

1.9.1.2. Configuracdo de trés fases para HF-LPME

No sistema de trés fases a membrana da fibra oca € utilizada para separar trés fases
liquidas. Os analitos de interesse sdo extraidos a partir de uma solucéo aquosa (fase doadora),
através de uma camada fina de solvente organico (na ordem de microlitros) imobilizado nos
poros de uma fibra oca (fase organica) para outra solu¢do aquosa, no interior da fibra oca
(fase receptora). Neste caso 0 solvente organico serve como uma barreira entre a solucéo
receptora e doadora, prevenindo a mistura entre as duas fases (PSILLAKIS et al., 2003). Este

processo pode ser ilustrado pelo seguinte equilibrio:

Avase doadora <> Afase organica <> Afase receptora

A técnica de trés fases envolve ambos coeficientes de parti¢do (entre a fase organica e a
fase doadora e entre a fase receptora a fase orgénica), definido pelas equagdes (8) e (9):

C
Korga = S22 (g)

Ceqr
Kr,org: - 9)

Ceg,org
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onde Ceq,org cOrresponde a concentracdo do analito no equilibrio na fase orgénica, Ceqd @
concentracdo do analito no equilibrio na solu¢do doadora e Ceq,r corresponde a concentragéo
do analito no equilibrio na solugdo receptora. O coeficiente de particdo entre a fase doadora

e a fase receptora, produto de Korg,d € Kr,org €ncontra-se representada pela seguinte equagéo:

Ceqr
Kr = == = Korg,d -Kr,org (10)

d Ceq,d

Desta forma, no sistema de trés fases a quantidade de analito inicial é igual & soma das
quantidades de analito individuais presentes nas trés fases durante todo o processo de
extragéo:

n; =ng + Norg + Ny (11)

sendo nq a quantidade de analito presente na fase doadora (amostra aquosa), Norg 0 analito
presente na fase orgénica e nr a quantidade de analito presente na fase receptora em qualquer

ponto da extracdo. No equilibrio, a equacdo (11) pode ser expressa como:
Cin = Ceq,dVd + Ceq,orgVorg + Ceq,rVr (12)

onde C; é a concentragdo inicial na amostra, Ceq,d, Ceq,org € Ceq,r SA0 as concentracdes na
fase doadora, na fase organica e na fase receptora no equilibrio, respectivamente. Por outro
lado, V4, Vorg € V' s80 0s volumes da amostra (fase doadora), fase organica e fase receptora,
respectivamente.

A quantidade de analito extraida na fase receptora pode ser calculada substituindo Ky
Ceqd pelo termo Ceqa € rearranjo da equagdo (11). No equilibrio a quantidade de analito

presente na fase receptora, neqr, pode ser calculada pela equacéo (13):

Kr VyCiVq
Neqr = L

€AT  KrVy+KorgVorg+Va
d d

(13)
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A recuperacdo pode ser expressa como:

100KrVy
100n L
R= o - d (14)
CiVq Kr/aVr+ Korg/aVorg+Vd

O fator de enriquecimento pode ser calculado pela equagdo (15) (TUNG SI HO et al.,
2002):

Ci 100V,

(15)

No caso do sistema de trés fases, todo o volume da fase receptora encontra-se disponivel

para sua posterior analise, contrario ao sistema de duas fases.

1.10. PLANEJAMENTO FATORIAL

A otimizacdo com designs experimentais, como o planejamento fatorial, apresenta
diversas vantagens frente a otimizacdo de uma variavel por vez (univariado) que consiste em
fixar todas as varidveis do sistema, a exce¢do de uma, com alguns valores de partida,
selecionados em fungdo dos conhecimentos do pesquisador a respeito do sistema, ou, as
vezes, baseados a sua intuicdo. Uma vez definidos esses valores, é realizado um experimento
alterando o valor da variavel em estudo para posteriormente selecionar o valor que produza
o melhor resultado. Esta operacdo € repetida com todas as variaveis, até que o processo de
busca proporcione um resultado 6timo (CESPON, 2008).

O consumo de tempo e dinheiro, assim como falsas suposi¢cdes do comportamento das
varidveis no sistema, sao os principais inconvenientes deste tipo de otimizacdo. Deste modo,
os sistemas de planejamento fatorial destacam-se pela interacdo simultanea das variaveis, a
partir de um nimero reduzido de ensaios experimentais.

Entende-se por planejamento fatorial qualquer pesquisa de todas as combinacgdes
possiveis dos niveis dos fatores em cada ensaio. Defina-se fator como cada variavel do
sistema em estudo e nivel como as condi¢cGes de operagdo dos fatores de controle
investigados nos experimentos, geralmente identificados por nivel baixo (-) e nivel alto (+)
(MONTGOMERY, 2004).
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Em um planejamento fatorial o efeito define-se como a mudanca na resposta produzida
pela mudanca do nivel baixo (-) para o nivel alto (+) do fator. Com frequéncia chama-se de
efeito principal porque se refere aos fatores de interesse primarios do experimento.

Quando o planejamento é de k fatores e cada um com dois niveis, podendo ser niveis
quantitativos ou qualitativos, o planejamento fatorial consiste de 2 experimentos. Este
planejamento é de grande utilidade nas etapas iniciais de trabalho experimental, quando se
estudam muitos fatores e proporciona o0 menor nimero de corridas com as quais podem se
estudar k fatores em um planejamento fatorial completo (MONTGOMERY, 2004).

Para o planejamento fatorial de trés fatores, suponha-se A, B e C, cada um com dois
niveis. Isto significa que ha 2 x 2 x 2 = 8 combinacdes possiveis de niveis de fatores. Utiliza-
se a notacdo “+” e “-*“ para representar os niveis alto e baixo dos fatores, respectivamente,
como se mostra na TABELA 7. A terceira coluna utiliza uma notacdo para descrever as
combinagbes, 0 numero (1) se usa para indicar que todos os fatores estdo no nivel baixo
(MILLER et al., 2002).

TABELA 7 - MATRIZ DO PLANEJAMENTO FATORIAL 23

Fator
Experimento A B C Combinacéo Resposta
1 . - - @ Y1
2 + - - a y2
3 - + - b Y3
4 + + - c Ya
5 - - + bc Vs
6 + - + ac Ve
7 - + + ab y7
8 + + + abc Vs

Ha sete graus de liberdade entre as oito combinacdes de tratamento, trés graus de
liberdade se associam com os efeitos principais de A, B e C, e quatro graus de liberdade se
associam com as interacdes AB, AC, BC e ABC. A estimativa do efeito principal de cada
fator é, por definicdo, a média dos efeitos entre seus dois niveis superior e inferior (NETO et

al., 2010). Assim, o efeito principal do fator A corresponde a diferenca entre a média das
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quatro corridas no nivel alto (ya") e a média das quatro corridas no nivel baixo (ya"). De igual
forma, o efeito principal dos fatores B e C sdo definidos como a média dos efeitos entre seus
dois niveis. Estes resultados sdo apresentados na TABELA 8 (MONTGOMERY, 2004).

TABELA 8 — EFEITOS PRINCIPAIS DOS FATORES A, B, C

Efeitos Principais Equacao
A=Jat — Yam
A 1
A=E(a+ab+ac+abc—(1)—b—c—bc)
B =yp+ — ¥p-
B 1
B=E(b+ab+bc+abc—(1)—a—c—ac)
C=Yc+ = V-
Cc 1
C=E(c+ac+bc+abc—(1)—a—b—ab)

Quando o efeito de uma variavel depende do nivel de outra, como neste caso, diz-se que
as duas variaveis interagem e, portanto, pode se calcular o efeito de interacdo entre elas. Deste
modo, o efeito de interacdo AB, BC, AC e ABC é definido como a diferenga entre a média

do nivel superior (+) e a média no nivel inferior (-):

TABELA 9 — EFEITOS DE INTERAGAO DOS FATORES DO PLANEJAMENTO FATORIAL

Efeitos Principais Equacéo

1

AB AB=E(abc—bc+ab—b—ac+c—a+(l))
1

AC AC=E((1)—a+b—ab—c+ac—bc+abc)
1

BC BC=E((1)+a—b—ab—c—ac+bc+abc)
1

ABC ABC=E(abc—bc—ac+c—ab+b+a—(1))

Supondo que o experimento foi realizado em duplicatas pode se estimar o erro
experimental e a partir de ai avaliar a significancia estadistica dos efeitos. Para calcular a
estimativa conjunta da variancia de uma observacdo individual, considera-se (NETO et al.,
2010):

V) =s2=3L (16)



49

onde d, é a diferenca entre as duas observacdes correspondentes ao i-ésimo ensaio. Esta
expressdo também pode ser posta na forma de um produto escalar. Chamando de d o vetor

coluna das diferengas entre 0s ensaios, podemos escrever:
dtd
2 _—
s°=— a7

Tirando a raiz quadrada desse valor, obtemos uma estimativa do desvio padréo associado

a uma observacao, também chamado erro-padrdo de um efeito:
dtd
S = 7N (18)

Com isto, sdo considerados estatisticamente significativos os efeitos cujas estimativas
forem superiores em valor absoluto ao produto do erro-padrdo pelo ponto da distribuicéo de
Student (NETO et al., 2010).

1.11. VALIDACAO DO METODO ANALITICO

Devido ao constante estudo de compostos de interesse nas distintas amostras e a
implementag¢do de novas tecnologias ¢ necessario o desenvolvimento de novos métodos de
andlise. Independente de se tratar de um aperfeicoamento de um método ja existente ou do
desenvolvimento de um novo, o método devera ser validado para que este possa atender as
exigéncias das aplicacdes analiticas, em termos de confiabilidade dos resultados (DA SILVA,
2011).

Segundo a ITUPAC, em um método de validagdo, as caracteristicas quantitativas de
interesse estdo relacionadas com a exatidao dos resultados. Portanto, pode se afirmar que a
validacao do método ¢ o mesmo que a estimagao da incerteza de medigao (KEBBEKUS et
al., 1998).

Diversos 6rgaos como ICH, IUPAC, ISO, ANVISA e INMETRO, definem protocolos
ou guias para a validagdo de métodos analiticos como requisitos para assegurar a qualidade
em laboratorios de ensaio. No Brasil, hd duas agéncias que regulamentam a validagdo de

métodos analiticos, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) e o INMETRO
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(Instituto Nacional de Metrologia, Normalizagcdo ¢ Qualidade Industrial). (RIBANI et al.,
2004). O presente trabalho pretende reunir os principios cientificos essenciais dos
documentos de acordo com a Resolugdo ANVISA RE n° 899 de 29/05/2003 e a [IUPAC (Pure
Appl. Chem., 2002) com o objetivo de serem aplicados aos resultados obtidos.

De tal modo, as caracteristicas de desempenho a serem avaliadas neste trabalho, também
chamadas de parametros de desempenho ou, as vezes, como figuras analiticas de mérito sdo:
seletividade, linearidade, precisdo, exatiddo, limite de detec¢do (LOD) e limite de

quantificagdao (LOQ) (RIBANI et al., 2004).

1.11.1. Parametros Analiticos de Mérito
1.11.1.1. Seletividade

A seletividade de um método instrumental de separagdo € a capacidade de avaliar, de
forma inequivoca, as substincias em exame na presenga de componentes que podem
interferir com a sua determinagdo em uma amostra complexa (RIBANI et al., 2004).

Em métodos cromatograficos, a seletividade ¢ obtida através da avaliacdio com
detectores (arranjo de diodos, espectrometro de massas) de modo a comparar o espectro do
pico de interesse com o de um padrdo como indicagdo da pureza do pico cromatografico e,

portanto, da atribuicdo de somente um composto (ANVISA, 2003).

1.11.1.2. Linearidade

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer resultados diretamente
proporcionais a concentragdo da substancia analisada, dentro de uma determinada faixa de
aplicacdo. As diretrizes da ICH e da ANVISA recomendam que a linearidade seja
determinada pela andlise de no minimo cinco niveis de concentragdo, entretanto a [UPAC
recomenda seis ou mais niveis de concentragdo (RIBANI et al, 2004).

Os resultados dos testes deverao ser tratados por métodos estatisticos apropriados para
determinagdo do coeficiente de correlagdo, interseccdo com o eixo Y, coeficiente angular,
soma residual dos quadrados minimos da regressdo linear e desvio padrdo relativo. Este
parametro permite uma estimativa da qualidade da curva obtida, quanto mais préximo de um,
menor a dispersdao do conjunto de pontos experimentais e menor a incerteza dos coeficientes

de regressdo estimados. O critério minimo aceitavel do coeficiente de correlagdo
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recomendado pela ANVISA ¢ de 0,99, entretanto o INMETRO recomenda um coeficiente de
0,90 (ANVISA, 2003; RIBANI et al., 2004).

A quantificagdo dos compostos de interesse pode ser obtida através dos seguintes
métodos: padronizagdo externa; padronizacdo interna; superposicao de matriz; adicdo de
padrao (RIBANI et al., 2004). Para efeitos desta dissertacao serd empregado o método de
padronizagdo interna, o qual consiste na adi¢do de uma quantidade conhecida e constante de
padrdo interno as solucdes padrio com a inten¢do de diminuir os erros aleatorios e
sistematicos, por exemplo erros instrumentais. Idealmente, a substancia usada como padrao
interno deve ser similar a substancia a ser quantificada, ter tempo de retengao proximo a esta
substancia, ndo reagir com a substancia ou outro componente da matriz e ndo fazer parte da
amostra. Apos a analise constrdi-se um grafico, relacionando a razdo de areas (4rea da
substancia/area do padrdo interno) com a razdo das concentragdes (concentracdo da
substancia/ concentra¢ao do padrao interno). A amostra também ¢ determinada apos a adigao
da mesma quantidade conhecida do padrdo interno. Através da razdo de areas obtidas no
cromatograma e a concentragdo conhecida do padrdo interno tem-se a concentragcdo da
substancia na amostra. (RIBANI et al., 2004). Para a amostra a relacao entre o sinal (Sinalwm)

e a concentracdo (Cm) vem dada pela seguinte equacao:

SinalM = kM . CM (19)

Similarmente para o padrdo interno tem-se:

Sinalp;. = Kkpy .Cpy. (20)

Arranjando as duas equacdes anteriores tém-se:

SinalM _ Cm

1)

Sinalp; Cpy.

onde f corresponde ao fator de resposta f = kM/ka que deve ser constante em um

determinado intervalo de concentragdes. Este fator ¢ diretamente o valor da inclinacdo da
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curva quando forem plotadas as relacdes das areas e das concentragdes. Finalmente a equagao

para calcular a concentracdo do composto de interesse na amostra ¢ (HARRIS, 2006):

o= () () 2

Sil’la]pll'

1.11.1.3. Precisao

A precisdo ¢ definida como a proximidade ou concordancia dos resultados obtidos a
partir de um conjunto de medidas repetidas de uma mesma amostra, sob condi¢des definidas.
A precisdo estd intimamente relacionada com a presenca de erros indeterminados (ou
aleatorios) sendo avaliada pelo desvio padrdo absoluto (o) segundo a equagdo (23), que
utiliza um niimero significativo de medi¢des, normalmente maior que 20. Porém, na pratica
em validacdo de métodos, o nimero de determinagdes ¢ geralmente pequeno e o que se
calcula ¢ a estimativa do desvio padrao relativo % DPR ou coeficiente de variagdo (% CV)

segundo a equagdo (24) (RIBANI et al., 2004).

2 xi—-%)?
o= /—n_l (23)

CV = % x 100 (24)

A precisdo € considerada em trés niveis diferentes: repetibilidade (precisdo intra-corrida);
precisdo intermédia (precisdo inter-corrida) e reprodutibilidade. Para o estudo de validagdo
deste trabalho serdo avaliadas a precisdo intra-corrida e a precisdo inter-corrida, pois a
reprodutibilidade refere-se a estudos colaborativos, geralmente aplicados a padronizagao de
metodologia analitica, por exemplo, para inclusao de metodologia em farmacopéias. Portanto,
os resultados obtidos das medi¢des de uma mesma amostra sdo efetuados sob condigoes
variadas (analistas e/ou equipamentos diferentes). Normalmente, métodos que quantificam
compostos em macro quantidades requerem um DPR de 1 a 2%. Em métodos de anélise de
tragos ou impurezas, sdo aceitos DPR de até 30% (para concentracdes de até 1 pg L)
dependendo da complexidade da amostra de acordo com a AOAC International

(TAVERNIERS et al., 2004).
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1.11.1.3.1. Repetitividade (precisao intra-corrida)

A repetitividade ¢ a concordancia entre os resultados de medi¢des repetidas em uma
sucessao rapida (em um mesmo dia), efetuadas sob as mesmas condigdes de medigao, isto é:
mesmo método, mesmo analista, mesmo equipamento, mesmo local sob as mesmas
condicdes. A repetitividade ¢ também chamada de precisdo intra-corrida ou intra-ensaio e
pode ser verificada por, no minimo, nove determinagdes, contemplando o intervalo linear do
método, ou seja, trés concentracdes, baixa, média e alta, com 3 trés réplicas cada ou um

minimo de 6 determinagdes a 100% da concentragao do teste (RIBANI et al., 2004).

1.11.1.3.2. Precisdo Intermediaria (precisédo inter-corrida)

Indica a concordancia dos resultados dentro do laboratério obtidos sob as mesmas
condi¢des, mas efetuadas em dias e/ou analistas e/ou equipamentos diferentes. O nimero de
ensaios necessarios obedece a mesma recomendacdo da ANVISA para o célculo da
repetitividade, por tanto pode ser avaliada em trés concentragdes (com trés réplicas) em dois

dias distintos (RIBANI et al., 2004).

1.11.1.4. Exatidao

Representa o grau de concordancia entre os resultados individuais encontrados em um
determinado ensaio e um valor de referéncia (RIBANI et al., 2004). A exatidao do método
deve ser determinada apds o estabelecimento da linearidade, do intervalo linear e da
especificidade do mesmo, sendo verificada a partir de, no minimo nove determinagdes
contemplando o intervalo linear do procedimento, ou seja, trés concentracdes, baixa, média
e alta, com trés réplicas cada (ANVISA, 2003).

A EPA recomenda que a exatiddo seja fornecida como a diferenca entre o valor predito
e o valor considerado verdadeiro, enquanto a ANVISA recomenda que este parametro seja
estimado como a razdo destas duas concentragdes, expresso nas equagdes (25) e (26),

respectivamente (ALVES et al., 2008).

Exatidio = (“)x100  (25)

Xy
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Exatiddo = (:—) x 100 (26)

onde x; € o valor inicial e xy o valor verdadeiro. Os processos mais utilizados para avaliar
a exatidao de um método sdo: materiais de referéncia; comparacao de métodos; ensaios de
recuperagdo ¢ adicdo padrao. Neste trabalho a exatiddo ¢ avaliada com ensaios de

recuperacao.

1.11.1.4.1. Ensaios de Recuperacéo

A recuperagao (ou fator de recuperagdo), R, é definida como a proporg¢ao da quantidade
da substancia de interesse, presente ou adicionada na por¢ao analitica do material teste, que
¢ extraida e passivel de ser quantificada (RIBANI et al., 2004). A informacao de recuperagao
pode ser estimada a partir de um composto substituto cujo comportamento seja representativo
ao de interesse. Os compostos substitutos, adicionados nas amostras, podem ser de varios
tipos:

* Padrao da substancia adicionado a matriz isenta da substincia ou a amostra
(fortificagdo, incorporagdo, dopagem, enriquecimento, termos provenientes do inglés
“spiking”);

* Padrdo interno, sendo uma versao da substiancia modificada isotopicamente € composto
quimicamente diferente da substancia de interesse, mas representativo de seu comportamento.

E importante mencionar que na maioria dos casos, a dispersdo dos resultados aumenta
com a diminui¢do da concentracdo e a recuperagdo pode diferir substancialmente a altas e
baixas concentracdes. Por esse motivo, a recuperacdo deve ser avaliada na faixa de
concentracdo esperada para o composto de interesse. Isto pode ser feito adicionando a
substancia em pelo menos trés diferentes concentragdes, por exemplo, proximo ao limite de
quantificagdo, proximo a concentracdo maxima permitida pelo método em teste € em uma
concentragdo proxima a média da faixa de uso do método. Para analises em nivel de residuos,
0 GARP (Associagdo Grupo de Analistas de Residuos de Pesticidas) recomenda que se
trabalhe nos niveis de adi¢dao de 1, 2 e 10 vezes o valor de limite de quantificagao (ANVISA,
2003). Os intervalos aceitaveis de recuperacdo para analise de tragos geralmente sdo
estabelecidos entre 40 e 120%, para concentragdes de até 1 pg L' (TAVERNIERS et al.,
2004).
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1.11.1.5. Limites de deteccéo e de quantificacéo

O limite de detec¢do (LOD) ¢ definido como a menor concentragdo da espécie de
interesse que pode ser detectada pela técnica instrumental, enquanto o limite de quantificagdo
(LOQ) ¢ a mais baixa concentragdao que pode ser quantificada dentro dos limites de precisao
e exatiddo do método. Existem trés formas de estimar os LOD e os LOQ: método visual;
método de relagao sinal-ruido e o método baseado em parametros da curva analitica (ALVES
et al.,, 2008). Neste trabalho sera utilizado o método baseado em parametros da curva
analitica pois apresenta maior confiabilidade estatistica, levando em consideragao o intervalo
de confianga da regressdo. O LOD neste caso ¢ definido como a concentracdo minima de
uma substancia que pode ser medida e informada com 99% ou 95% de confianga, segundo a

equagao (27) (RIBANI et al., 2004).

33x 0

LOD =

(27)

onde ¢ ¢ a estimativa do desvio padrao do coeficiente linear (obtido no presente trabalho
através de uma triplicata) e S € a inclinacdo (“slope”) ou coeficiente angular, ambos da curva
analitica. Os mesmos critérios podem ser adotados pelo LOQ, utilizando uma relag¢do 10:1

(RIBANTI et al., 2004).

10xo0
S

LOQ = (28)

1.12.1. Area de estudo: Bacia Hidrogréfica do Alto lguacu

Para o presente estudo foram escolhidos trés pontos, cada um pertencente a um rio
diferente, mas todos eles formam parte da Bacia Hidrografica do Iguagu. O primeiro ponto
foi o0 Rio Belém, no Municipio de Curitiba; o segundo no Rio Iguagu no Municipio de Séo
José dos Pinhais; e o terceiro ponto foi no Rio Irai no Municipio de Pinhais.

O rio Belém tem sido historicamente poluido. J& no ano de 1721 o Ouvidor Raphael
Pardinho obrigou a populagéo a limpar o Rio Belém (SAWCZUK et al., 2013), e mais tarde,
no ano 1888 reportou-se a primeira epidemia (febre tifoide) relacionada com as condicGes

deste rio. Nos anos subsequentes o enorme crescimento populacional tem produzido
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diferentes iniciativas para proteger e tratar a crescente contaminacédo da bacia do rio Belém.
Esta bacia é a segunda maior de Curitiba com 87,80 km?, equivalente a 20,32% da area total
da cidade, abastecendo aproximadamente 34% da populacdo (COHAB, 2007). Este rio de
17,13 Km nasce e acaba dentro da cidade, os limites da sua bacia correspondem aos primeiros
caminhos das tropas do passado, e atualmente sdo alguns dos principais caminhos da cidade.
O rio percorre varios bairros da cidade de norte a sul, e desagua no rio lguagu, no bairro
Boqueirdo, onde esta sua Estacdo de Tratamento de Esgoto, a mais utilizada do Municipio,
pois atinge a totalidade dos seus 840 L de capacidade (SUDERHSA, 1998).

Segundo as classificacbes da Resolugdo CONAMA n° 357/05 e a Portaria SUREHMA
20/92, as aguas do rio Belém sdo consideradas como Classe 2 e 3. Segundo SUDERHSA
(1998), 90% das aguas do rio descrito devem sua polui¢do a descarga de dejetos domésticos,
enguanto nos restantes 10% aos efluentes industriais.

O Rio Iguacu (“agua grande” na lingua Guarani) ¢ um dos mais importantes do Estado
do Parana, com suas &guas correndo para o interior de leste a oeste. Nasce na Regido
Metropolitana de Curitiba, cruza o estado de leste a oeste e representa um recurso muito
importante para o desenvolvimento agropecuario, industrial e urbanistico para o Estado. Sua
bacia atinge os estados Parana e Santa Catarina (Brasil), e Misiones (Argentina), contendo
um grande numero de reservas ecoldgicas, incluindo o Parque Nacional do lguagu,
reconhecido pela UNESCO como Patrimonio Natural da Humanidade (SEMA, 2010). Sendo
um dos maiores rios do sul do continente, com 18579 Km? de macico area florestal e
considerado a veia que alimenta o agronegécio paranaense (COHAB, 2007), o Rio Iguacu,
na sua Area de Protecdo Ambiental, é por exemplo, vitima da extracdo de areia e argila
coincidente, pois estas atividades se caracterizam pela geracao de passivos ambientais. Estas
e outras fontes de contaminacdo fazem com que suas aguas sejam definidas como classe 2
segundo a resolucdo CONAMA n° 357/05 (SUREHMA,1992).

O Rio Irai, formado pelos rios Canguiri, Cercado, Curralinho e Timbu, deve seu
reconhecimento principalmente a sua represa, o Reservatorio Irai construido no ano 2000.
Este abrange os municipios paranaenses de Pinhais, Piraquara e Quatro Barras, suprindo com
sua capacidade de 58.000.000 m> cerca de 40% da demanda hidrica de Curitiba. O
Reservatorio Irai, com 15 Km? de superficie e 163 Km? de 4rea de drenagem, apresenta uma

enorme predominancia de cianobactérias (LAGOS, 2009), particularidade que poderia
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influenciar sua capacidade para a biodegradacao de HPA. Sobre sua ocupagao, Andreoli et
al. (1999) reporta por exemplo que no Rio Curralinho, um dos que formam o Rio Irai,
apresenta trabalho de mineragdo, provocando uma ocupacgdo desordenada, enquanto que na
bacia do Capivari, as atividades industriais estimulam ocupagdes proximas as cabeceiras do
Irai. Ja a Colonia Faria, tradicionalmente sem uso intensivo nem agrotoxicos, € a principal
exploragdo agricola da bacia. Como resultado, as dguas deste rio que se origina junto com o

rio Atuba (COHAB, 2007), sdo classificadas como classe 2 segundo a resolu¢do mencionada.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste projeto de pesquisa consiste em otimizar um método de extracéo
para determinar a presenca e concentracdo dos 16 Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos
prioritarios em &guas doces superficiais empregando cromatografia a gds acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS). O objetivo geral € composto pelos seguintes objetivos

especificos:

i. Determinar e otimizar as condi¢bes cromatogréficas para a separacdo e

quantificacdo dos HPA em amostras de dgua doce superficial;

ii. Desenvolver e otimizar um método de extracdo baseado na técnica de
microextracdo em fase liquida com membrana suportada (HF-LPME) para amostras

de agua doce superficial;

iii. Validar a metodologia analitica para determinar HPA em agua mediante a

técnica de microextracdo em fase liquida com membrana suportada (HF-LPME);

iv. Identificar e determinar as concentragdes de HPA presentes em amostras de

agua de rio, através da aplicagdo do método otimizado;
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3. MATERIAIS E METODOS

O trabalho experimental foi desenvolvido no Laboratério de Quimica Ambiental

(LabQAM) do Departamento de Quimica da Universidade Federal do Parana.

3.1. INSTRUMENTOS

As analises cromatograficas foram efetuadas em um cromatografo a gas (Thermo
Electron Corporation) com espectrometro de massas modelo Focus-PolarisQ, acoplado a um
autoamostrador AS 3000 (Thermo Electron Corporation) com um sistema de armadilha de
ions, e um cromatografo a gas GC2010 com espectrometro de massas modelo GCMS-
QP2010 (Shimadzu Corporation), acoplado a um autoamostrador AOC-5000. A separagéo
dos analitos foi executada com uma coluna capilar ndo polar modelo DB-5MS (Agilent
Technologies, INC.) e uma coluna de baixa polaridade e baixo sangramento SH-Rtx™-5MS
(Shimadzu Corporation), para o primeiro e segundo equipamento respectivamente (com um
comprimento de 30 m, um diametro interno de 0,25 mm e uma espessura de filme de 0,25
pm). Os limites de temperatura para o desempenho das colunas encontram-se entre os valores
de 60°C e 325 °C. Para a técnica de HF-LPME uma seringa de 50 pL (modelo 710 N9) da
Hamilton (Nevada, USA) com dimensdes de 51 mm x 0,15 mm x 0,72 mm (comprimento X
didametro interno x diametro externo) foi necessaria para o suporte e retirada do solvente
organico e uma seringa medica (didmetro interno de 0,7 mm x 50 mm) para suportar a fibra.
Um agitador magnético com placa de aquecimento de vitroceramica marca IKA (modelo C-
MAG HS7) com indicacdo de velocidade por escala de 100 — 1500 rpm. As pesagens do
cloreto de sddio foram realizadas em uma balanca (Mettler Toledo) modelo XS205DU com
uma capacidade de 220 g e uma resolugdo de 0,01mg/0,1 mg. Para o processo de secagem
do solvente organico da HF-LPME foi empregado um concentrador rotativo a vacuo (modelo
RVC 2-18CD) com velocidade de 1500 rpm e regulacdo de temperatura de 5 a 40 °C. A
filtracdo da &gua dos rios foi efetuada com uma bomba a vacuo (modelo TE-0581) marca
Tecnal. Finalmente as medicbes de pH e condutividade da dgua foram efetuadas com um
pHmetro (modelo 5-Star Plus) da Thermo Scientific Orion e um condutivimetro da marca
Digimed (DM-31).
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3.2. REAGENTES E MATERIAIS

O diclorometano (99,9%) e a acetona (99,9%) foram adquiridos da Dielab, o metanol
(99,9%) da J.T. Baker e o tolueno (99,9%) da Sigma-Aldrich® Todos os reagentes
empregados para o preparo das solucBes padrdo foram de grau HPLC para a determinacéo
de concentracBes traco, portanto foram utilizados sem purificacdo adicional. A agua
empregada durante o procedimento de limpeza e preparo de solucdes foi obtida mediante o
sistema de purificacao de agua (marca Millipore Simplicity UV). Foi utilizado o gas de hélio
como gas de arrastre em GC-MS e 0 géas de nitrogénio para a etapa de secagem das amostras
extraidas, ambos com 99,9999% de pureza, adquiridos da White Martins (S&o Paulo, Brasil).
Fibras ocas de polipropileno (Q3/2 Accurel KM) de membrana GmbH foram adquiridas da
Wuppertal, Alemanha com um didmetro interno de 600 pum, uma espessura de parede de 200
pUm e um tamanho de poro de 0,2 um. Para a coleta de amostras de rio foram utilizados frascos
de vidro borossilicato &mbar de 1 L e finalmente para sua filtragem se utilizaram as seguintes
membranas na ordem respectiva: membrana de celulose de 28 um de porosidade (JP41) da
marca J.Prolab, de 2 um de porosidade (tipo 50) da marca INLAB e membranas de acetato
de celulose lisa de 0,47 um (code 516.047) da marca Unifil.

3.3. LIMPEZA DE VIDRARIA

Todas as vidrarias volumétricas utilizadas foram submetidas a um procedimento de
limpeza, seguindo as seguintes etapas: molho em banho detergente (Extran® 5% v/v) por 24
horas, enxagues com agua corrente, dgua destilada (5 aliquotas), &gua ultrapura (5 aliquotas)
e acetona (5 aliquotas). Para a limpeza das vidrarias ndo volumétricas foi seguido o mesmo
procedimento com a diferenca da calcinacdo em mufla durante 4 horas a 400 °C, depois da
secagem completa. Para o caso dos vials e insertos o procedimento de limpeza incluiu o uso
do ultrassom para cada etapa descrita previamente. Antes de cada processo de extracao foi
necessaria a descontaminacao das seringas, para isso foram lavadas 10 vezes com acetona e

10 vezes com tolueno.
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3.4. PADROES E SOLUCOES

Os padrdes dos HPA assim como seus padrdes internos e subrogado foram adquiridos
da AccuStandard (USA), contidos todos eles na forma de ampolas separadas. Os padrbes dos
HPA estdo na forma de uma solucao-padrédo contendo os 16 compostos de estudo principal
(acenafteno, acenaftileno, antraceno, benzo[a]antraceno, benzo[a]pireno,
benzo[b]fluoranteno, benzo[g,h,i]perileno, benzo[k]fluoranteno, criseno,
dibenzo[a,h]antraceno, fenantreno, fluoranteno, fluoreno, indeno[1,2,3-c,d]pireno, naftaleno
e pireno) na concentragdo de 2,0 mg mL™ em diclorometano:benzeno (1:1) (v/v). A solugio
dos padrdes internos contém os 5 HPA deuterados (acenafteno-dio, criseno-di2, fenantreno-
dio, naftaleno-ds e perileno-di2) na concentragdo de 4,0 mg mL? em diclorometano. Por
ultimo, a solucdo padrédo do subrogado contendo p-terfenil-di4 em diclorometano, apresenta

uma concentracéo analitica de 2,0 mg mL™.

3.5. PREPARO DE AMOSTRA

A partir da solucdo estoque de HPA e subrogado, cuja concentracao era de 2000 mg L
! foi preparada uma solugdo de 80 mg Lt em um baldo de 25 mL. A solucéo estoque dos
padrdes internos foi preparada a partir de uma concentrago inicial de 4000 mg L™ para obter
uma concentragdo final de 160 mg L' em um baldo de 25 mL. Posteriormente foram
preparadas uma serie de solugdes intermediarias para atingir as seguintes concentracdes: 992
ug Lt e 9,92 ug L't dos HPA; 4960 ug Lt e 99,2 pug L™ dos padrdes internos e finalmente
5,12 ug mLt e 256 pug L do padrdo subrogado. Todas estas solugdes foram preparadas em
diclorometano, armazenadas em frascos ambar e guardadas no freezer. A partir destas
ultimas, foram preparadas uma série de solu¢es de trabalho pela adicdo de aliquotas de uma
solucdo padrdo para o desenvolvimento das diferentes etapas, as quais envolvem: a estimacao
das condi¢gdes do método cromatografico, o estudo de otimizacdo da técnica HF-LPME, a
validacdo do método e a fortificacdo das amostras ambientais. Para o caso da otimizacao
cromatografica e da curva analitica as amostras foram preparadas em diclorometano direto
no vial, antes da injecéo para evitar perdas por volatilizagdo. No caso da otimizagdo da HF-

LPME foi utilizado o tolueno como solvente e 4gua ultrapura (Mili-Q).
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3.6. CONDICOES CROMATOGRAFICAS

O desenvolvimento do método cromatogréfico para a determinacdo dos 16 HPA foi
realizado por GC-MS baseado no método estabelecido por Ferreira (2010), mediante a
otimizacdo das condi¢cdes cromatogréaficas. Para isso, foram utilizadas diversas rampas de
aquecimento a fim de obter uma resolucao cromatografica satisfatéria e uma boa separagédo
simultanea dos analitos de interesse. Para o estudo de otimizacdo foram utilizadas solugdes
mistas dos 16 HPA, 5 deuterados e o subrogado em diclorometano (métodos A e C) e em
tolueno (métodos B e D), a partir das solucdes padrdo intermedidrias, variando as
concentragdes de 200 a 400 pg L™

Para ambos os equipamentos utilizados, a energia de colisdo foi de 70 eV, com taxa de
varredura de 0,5 scan s%. O injetor foi operado a 270 °C e a linha de transferéncia a 230 °C
no modo sem divisdo da amostra (Splitless). O volume de injecdo foi de 1 pL. A obtencao
dos sinais foi primeiramente realizada no modo de varredura completa (Full scan) com uma
faixa de aquisicio de massas de m/z 50 a 500 a uma taxa de 1 scan s™. A avaliagio do
comportamento cromatografico dos compostos foi realizada através do estudo dos
cromatogramas gerados pelos softwares correspondentes, nos quais foi consultada a
biblioteca de espectros NIST (National Institute of Standard Technology, 2005 e 2010), para
a identificacdo de cada analito por meio da comparagdo dos ions de quantificacdo e de
confirmacéo, ja estabelecidos na literatura para cada um dos compostos. A TABELA 10
apresenta os ions de quantificacdo e de confirmacédo dos HPA e padrdes internos segundo o
método 8270 C da U.S. EPA (1996).

Os métodos A e B foram otimizados partindo-se das condicGes utilizadas por Ferreira
(2010), empregando o diclorometano e o tolueno como solventes, respectivamente. Por outro
lado, os métodos C e D foram otimizados a partir dos métodos A e B, respectivamente.

Para os métodos C e D foi utilizado o modo de monitoramento seletivo de ions
(“Selective/single ion monitoring”, SIM) por meio do estudo prévio das trés razoes
massa/carga (m/z) obtidas dos seus respectivos ions moleculares (geralmente o ion de
quantificacdo) e ions de fragmentacdo (dois ions de confirmacgdo). As programacdes de
temperatura e outras condi¢cBes cromatogréficas dos métodos desenvolvidos estdo
apresentadas na TABELA 11.
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TABELA 10 — IONS DE QUANTIFICAGCAO E CONFIRMAGAO DOS 16 HPA, 5 PADROES INTERNOS
E O SUBROGADO P-TERFENIL-D14

Analito *1Q 0| C Padréo interno 21Q *¢|C
(m/z) (m/z) correspondente (m/z) (m/z)

Naftaleno 128 129 /127 Naftaleno-ds 136 68
Acenaftileno 152 151 /153
Acenafteno 154 153 /152 Acenafteno-dig 164 162 /160
Fluoreno 166 165/ 167
Fenantreno 178 179/ 176
Antraceno 178 176 /179 Fenantreno-dio 188 94 /80
Fluoranteno 202 101/203
Pireno 202 200/ 203
Benzo[a]antraceno 228 229/ 226 Criseno-di2 240 120/ 236
Criseno 228 226 / 229
Benzo[b+k]fluoranteno 252 253/ 125
Benzo[a]pireno 252 253/ 125
Indeno[1,2,3-cd]pireno 276 138 /227 .
Dibenzeno[a,h] antraceno 278 139/ 279 Perileno-d., 264 2607265
Benzo[g,h,] 276 138/ 277
perileno
p-terfenil-di4 244 122 /212 Criseno-di» 240 120/236
¢lon de quantificagfo # ons de confirmagio FONTE: U.S.EPA (1996)

TABELA 11 — CONDICOES CROMATOGRAFICAS PARA O DESENVOLVIMENTO DO METODO GC-
MS PARA ANALISE DE 16 HPA, 5 DEUTERADOS E 1 SUBROGADO

Método A? Métodos B*, C® e D*
Equipamento: GC-MS modelo Focus-Polaris (Thermo Equipamento: GC-MS modelo GCMS-QP2010
Electron Corporation) com autoamostrador AS 300. (Shimadzu Corporation), com autoamostrador
Coluna: DB-5MS (Agilent Technologies): 30 m x 0,25 AOC-5000.

mm x 0,25 pm. Coluna: Rtx™-5MS (Shimadzu Corporation):
Gases: He 1,2 mL min*(vazdo constante), pressio 54 30 m x 0,25 mm x 0,25 pum.

kPa. Gases: He 2 mL min'i(vazdo constante), pressio
Temperaturas: Injetor: 270°C 117,6 kPa.

Interface: 320°C Temperaturas: Injetor: 270°C

Linha de transferéncia: 280 °C Interface: 320°C

Fonte de ions: 230 °C Linha de transferéncia: 280 °C

Volume de inje¢do: 1 puL Fonte de ions: 230 °C

Solvent cut: 5 min Volume de inje¢do: 1 pL

Solvent cut: 11 min
Programacao de temperatura

Modo Full scan Modo SIM

Método A¢® Método B* Métodos C® e D*
(1) 50°C por 5 min (1) 50°C por 5 min (1) 50°C por 5 min
(2) 80°C a 50°C min (2) 80°C a 50°C min* (2) 160°C a 10°C min'* (2min)
(3) 280°C a 10°C min* (3) 280°C a 10°C min (3) 300°C a 10°C min'* (10 min)
(10 min) (10 min)
(4) 300°C a 10°C min* (4) 300°C a 10°C mint(2
(2 min) min)

¢®Em diclorometano *Em tolueno
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3.7. TESTES PRELIMINARES DOS PARAMETROS PRINCIPAIS DA HF-LPME

Como etapa prévia a otimizacdo foram efetuados diversos experimentos dos parametros
que afetam diretamente o procedimento de extracdo, com o objetivo de definir os aspectos
praticos mais relevantes da técnica de HF-LPME. Deste modo, foram avaliadas duas
configuragdes: uma configuragdo em “U” que utiliza duas micro seringas conectadas a fibra
¢ a outra configuracdo em forma de “haste”, valendo-se do auxilio de uma micro seringa para
a injecdo e coleta da fase receptora (FIGURA 3) (MOARES et al., 2008). Para ambas
configuracdes se utilizou ciclohexano, hexano e tolueno como possiveis solventes receptores.
Além disso, foram feitos testes da razdo das fases receptora e doadora, estudando o
comprimento da fibra oca a 5 e 10 cm em uma solucdo aquosa de 10 e 20 mL. Para este
propdésito foi avaliado um parametro por vez, deixando os outros fixos com valores
intermediarios dentro da faixa de trabalho estudada, baseando-se em valores ja estabelecidos

na literatura.

Configuracao em "U" Configuracao em haste

Seringa para suporte da fibra , Seringa para injecdo e coleta
7 do solvente organico

FIGURA 3 — CONFIGURACAO EM FORMA DE “U” E EM FORMA DE “HASTE” PARA HF-
LPME.

FONTE: A AUTORA.
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3.8. PROCEDIMENTO DE EXTRACAO POR HF-LPME

Previamente a extracdo, as fibras ocas foram cortadas em segmentos de 5 e 10 cm de
comprimento e submetidas a um processo de limpeza com ultrassom em acetona por 10 min,
deixando-as ao ar livre para sua completa secagem. Apos a secagem, uma das extremidades
da fibra foi fixada na ponta de uma micro seringa de 100 pL, contendo um volume conhecido
de tolueno (solvente extrator) e a outra extremidade foi fixada na ponta de uma seringa
médica, no caso da configura¢do na forma de “U”, cuja unica fungio foi servir de suporte
para evitar a perda do solvente durante a extracdo. A seguir, um volume conhecido de tolueno
foi passado atraves da fibra, para preencher o interior da membrana e imersa neste solvente
por 10 segundos com o intuito de impregnar e abrir os poros da fibra. Apds isso, a
configuracdo, seja na forma de “U” ou na forma de “haste”, foi colocada na solu¢ao aquosa,
contendo o cosolvente, os analitos e o sal para a extracdo sob constante agitacdo. Depois do
tempo e agitacao estabelecidos, a solucdo receptora € retirada da fibra com a microseringa,
mantendo a fibra dentro da solugdo doadora para evitar a volatilizacdo do tolueno. Um
volume aproximado de 14 pL da solucéo extraida foi transferido a um inserto de 200 pL e
seco com um fluxo de nitrogénio. Posteriormente a sua secagem foi adicionada uma aliquota
de 50 pL de padrdo interno em diclorometano (atingindo uma concentragdo de 100 pg L)
para sua posterior injecdo de 1 pL no GC-MS. Uma fibra oca nova foi usada para cada

extracdo. A seguir, representa-se o procedimento de extragdo na Figura:
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FIGURA 4 - FLUXOGRAMA DO PROCEDIMENTO DE HF-LPME
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FONTE: A AUTORA
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3.9. OTIMIZACAO DOS PARAMETROS DA TECNICA HF-LPME

Uma vez estabelecidos os pardmetros relativos a extragdo, foi necessario estudar as
possiveis variaveis que interferem na transferéncia de massa devido a HF-LPME ser um
processo baseado na distribui¢do do equilibrio. Considerando que, a transferéncia de massa
para a fase receptora é um processo dependente do tempo de extragdo e da agitacdo para
alcancar o equilibrio é importante sua avaliacdo. Assim, foram escolhidos trés niveis de
velocidade de agitacdo (660, 940 e 1500 rpm) em virtude do intervalo de velocidades
fornecidas pelo equipamento em si, podendo avaliar ao mesmo tempo dois extremos de
agitacdo. Também foram realizados experimentos com trés valores de tempo, sendo de 10,
15 e 20 minutos. Para o efeito de salting-out foram testadas trés porcentagens de cloreto de
sodio agregando diferentes quantidades do sal em 20 mL para atingir 2,5 %, 5 % e 10 %.
Outro fator que foi estudado foi a adicdo de um cosolvente na solu¢do aquosa para promover
a difusdo dos HPA a fase extratora pois a baixa solubilidade dos HPA em agua, mesmo nos
compostos com menor massa molecular, impede a completa difusdo desde a fase doadora
para a fase receptora. Deste modo foram estudadas solucdes de agua:acetona, agua:metanol
e acetona:metanol a 20% (% v/v).

Desta maneira, foram feitos dois planejamentos fatoriais, um 23 e um 22, com triplicata
no ponto central, com o intuito de otimizar as condigdes que afetam a eficiéncia da extracao
dos analitos, conforme mostram as TABELAS 12 e 13. Apo6s a determinagdo da melhor
combinagio de fatores principais no planejamento 23, foi executado o planejamento 22 para
definir a concentracdo do cosolvente e o tempo de extracdo. Para ambos os planejamentos,
foram utilizadas amostras de agua ultrapura enriquecidas com os 16 HPA para obter
concentracdes finais de 100 pg L. Os padrdes internos deuterados ndo foram utilizados para
a otimizacdo da técnica HF-LPME, em razdo de que estes sao colocados antes da injecao,
sem passar pelo processo de extracdo. Os pardmetros ndo avaliados, tais como o pH, foram
estabelecidos sob critérios técnicos estudados a partir dos testes preliminares, cujo valor
encontrou-se na faixa de 7,42 a 7,97. Os graficos de Pareto foram obtidos através do
programa Statistica 7.0 (Stat Soft, Inc., Estados Unidos, 2004).
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TABELA 12 - PLANEJAMENTO 2% PARA ESTUDAR OS PARAMETROS DA TECNICA DE HF-LPME

Parametro Fator Nivel (-) Nivel (0) Nivel (+)
Velocidade (rpm) \Y 660 940 1500
Cosolvente 20% (Yoviv) Co Acetona Acetona: Metanol
Metanol
Concentracdo NaCl (%om/v) C 2,5 5 10
Experimento Parametros
\ Co C
1 - - -
2 + - -
3 - + -
4 + + -
5 - - +
6 + - +
7 - + +
8 + + +
9 0 0 0
10 0 0 0
11 0 0 0

Fibra oca de polipropileno, pH 7,50, 25 °C, 20 mL de solugdo aquosa, 5 cm de comprimento de fibra (14,13

ML) e 15 minutos de tempo de extracéo.

O volume do extrator foi calculado pela equagio do cilindro: V=1II. r>.h com “r

comprimento da fibra oca.
Os zeros representam os experimentos realizados em triplicata no Nivel (0)

(73T}

como o raio € “h” como o

TABELA 13 - PLANEJAMENTO 22 PARA ESTUDAR OS PARAMETROS DA TECNICA DE HF-LPME

Parémetro Fator Nivel (-) Nivel (0) Nivel (+)
Concentracdo de Acetona  (%vV/v) C 10 15 20
Tempo de extracéo (min) t 10 15 20
. Parémetros
Experimentos
C t
1 - -
2 + -
3 - +
4 + +
5 0 0
6 0 0
7 0 0

Fibra oca de polipropileno, pH 7,50, 25 °C, 20 mL de solugéo aquosa e 5 cm de comprimento de fibra (14,13

uL).

O volume do extrator foi calculado pela equagdo do cilindro: V= II. r2h com “r”

comprimento da fibra oca.
Os zeros representam os experimentos realizados em triplicata no Nivel (0)

como o raio e “h” como o
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3.10. COLETA E PREPARO DE AMOSTRA DE RIO

Devido a que o alvo do trabalho consistiu na determinagéo de contaminantes presentes
em concentragdes consideravelmente baixas, as amostras de corpos d'agua natural devem ser
coletadas com particular atencdo. Desta forma, as amostras foram coletadas utilizando um
balde metélico e frascos de vidro de borossilicato para evitar a fotodegradacao dos analitos
(ROLLA et al, 2009). Com o intuito de garantir a pureza da amostra, a coleta foi realizada
segurando o frasco pelo fundo para evitar contaminacGes na coleta o0 mais longe possivel das
aguas estagnadas em cada caso, como é sugerido pela NBR 9898 (ABNT, 1987) e pela U.S.
EPA (2000). Evitou-se a presenca de qualquer corpo estranho no frasco, durante a coleta,
para evitar além de contaminac@es, variagdes no volume coletado (PARRON et al., 2011).
Ja coletadas, as amostras foram rotuladas e transportadas para o laboratério num recipiente
termicamente isolado em menos de 24 horas, e posteriormente armazenadas a
aproximadamente 4°C no freezer, como recomendado para compostos organicos (DUNCAN
et al., 2007).

As amostras (1L) foram filtradas por meio de uma bomba a vacuo, usando membranas
de celulose de 28,0 um de porosidade, e posteriormente foram empregados filtros de
membranas hidrofilicas constituidas de ésteres de celulose de 0,47 um de porosidade, como
indicado por Parron et al. (2011). No caso da amostra correspondente ao ponto 3 foi
necessario a utilizacdo de uma membrana de 2,0 um apos a primeira filtracdo por causa da
maior quantidade de matéria particulada. De acordo com as recomenda¢fes da U.S.EPA
(2000) todas as amostras foram extraidas em um periodo méximo de uma semana para
garantir a ndo degradacdo dos HPA. As especificacdes dos pontos de coleta dos rios Belém,

Iguacu e Irai, sdo apresentadas na TABELA 14.
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TABELA 14 — IDENTIFICAGAO DOS PONTOS DA COLETA DE AGUA DE RIO

Ponto Rio Municipio Coordenadas
1 Belém Curitiba 42§°124?23§22VSV
2 Iguagu Sé&o José dos Pinhais j;:falfg 15VSV
3 Irai Pinhais 425"02502284?5\/

As coletas foram realizadas no dia 12 de mar¢o de 2016
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FIGURA 5 - PONTOS DE COLETA DE AMOSTRAS AMBIENTAIS REFERENTES A CIDADE DE
CURITIBA
FONTE: A AUTORA



FIGURA 6 — COLETA DE AMOSTRAS DOS RIOS a) BELEM b) IGUAGU c) IRAI
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. OTIMIZACAO DO METODO CROMATOGRAFICO

Com o objetivo de se obter a melhor resolugdo possivel na determinacéo simultanea dos
16 HPA, seus 5 padrdes internos e o padréo subrogado, foram testadas distintas programacées
de temperatura no modo de varredura completa (Full scan), através do registro continuo de
espectros de massa e da determinacdo dos tempos de retengdo, de modo a identificar 0s
analitos por comparagéo com bibliotecas de espectros de massa.

Com a espectrometria de massas deve-se notar que a sensibilidade requerida para o
registro do espectro depende da eficiéncia da fonte de ions, da transmissdo através do
analisador e dos tempos de permanéncia dos ions no analisador. O tempo de permanéncia
por massa é dado pela faixa de aquisi¢do de massa (por exemplo, 50 — 550 m/z) e o tempo
de ions do cromatograma (por exemplo, 500 ms). Com isto é calculada uma frequéncia de
1000 Hz. Cada massa da faixa selecionada é medida uma s6 vez durante o scan por um breve
periodo. Todos os outros ions formados ao mesmo tempo, a partir da substancia na fonte de
ions, ndo sdo detectados durante o scan de massa. Prolongar o tempo de scan pode aumentar
a sensibilidade desses sistemas para a operacdo em Full scan, ndo obstante, existe um limite
superior de tempo prolongavel para a analise (HUBSCHMANN, 2009).

Geralmente, na pratica, a GC-MS utiliza uma variacdo de scan de 05 — 1 s
(HUBSCHMANN, 2009), tal como o método propde. Cabe salientar que todas as analises
foram desempenhadas em colunas capilares prevalecendo a combinagdo favoravel de
seletividade, resolucdo e sensibilidade para a determinacdo de HPA em &gua, segundo o
método proposto pela U.S. EPA (2012). A FIGURA 7 apresenta 0s cromatogramas dos
métodos otimizados no modo de varredura completa (Métodos A e B).
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FIGURA 7 - CROMATOGRAMAS REFERENTES A a) METODO A, b) METODO B PARA A ANALISE
DOS 16 HPA, 5 DEUTERADOS E O SUBROGADO

1: nafaleno 2: acenaftileno 3: acenafteno 4: fluoreno 5: fenantreno 6: antraceno 7: fluoranteno 8: pireno 9:

benzo[a]antraceno 10: criseno 11: benzo[b]fluoranteno 12: benzo[k]fluoranteno 13: benzo[a]pireno 14:

indeno[1,2,3-cd]pireno 15: dibenzo[a,h]antraceno 16: benzo[g,h,i]perileno A:naftaleno-d8 B: acenafteno-dio

C: fenantreno-dyo D: criseno-di E: perileno-di, S: p-terfenil-dis
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A partir do primeiro cromatograma (Método A) pode se observar como os Ultimos picos,
alusivos as moléculas de HPA de maiores massas e pontos de ebulicdo perdem resolugéo e
intensidade. Isso ocorre pelo tempo relativamente longo de permanéncia na coluna,
favorecendo os equilibrios entre a fase mdvel e a fase estacionaria, aumentando o tempo de
saida entre a primeira e a UGltima molécula de um composto que elui do sistema
cromatografico (CRISTALE etal., 2008). Considerando a necessidade de uma anélise rapida,
sem 6nus na resolucdo, além de manter a ordem de elui¢do e aumentar a detectabilidade, este
comportamento, segundo Hubschmann (2009) pode ser evitado aumentando a velocidade de
aquecimento da rampa de temperatura, quando um menor tempo de analise é requerido, ou
diminuindo a velocidade quando maior resolucdo cromatografica é requerida. Porém,
conforme os testes preliminares, 0 aumento da velocidade de aquecimento resulta em uma
menor resolucdo cromatogréafica para as moléculas com menores massas, desde o naftaleno
com 128 g mol™? até o antraceno com 178 g mol™ e para os distintos isdmeros, causando
coeluicdo dos analitos.

Vaérios trabalhos de extracdo de HPA com HF-LPME descritos na literatura envolvem,
em geral, o0 uso do tolueno como solvente extrator (RATOLA et al., 2008, BASHEER et al.,
2003). Levando em consideracdo que os analitos apresentam suficiente solubilidade e
estabilidade neste solvente, além da importancia de empregar um Unico solvente para evitar
a adicdo da etapa de secagem e troca de solvente para posterior analise cromatografica, foi
necessario realizar testes utilizando tolueno com o método cromatografico ja otimizado
(Métodos B e D).

De tal modo, o0 método B (Modo Full scan em tolueno) foi operado sob as mesmas
condicBes do método A (Modo Full scan em diclorometano), com a excecdo do solvent cut,
em um tempo maior devido ao tolueno possuir um ponto de ebuli¢do de 110,6 °C, superior
ao ponto de ebulicdo do diclorometano (39,6 °C), sendo assim, mais retido na coluna
cromatografica. Os resultados foram comparados aos obtidos utilizando diclorometano como
solvente.

E importante mencionar que durante o desenvolvimento da otimizag&o do método houve
uma série de quedas de sensibilidade do equipamento, fato evidenciado na baixa intensidade
dos picos correspondentes aos analitos. Apesar disso, obteve-se boa resolucdo

cromatografica para os compostos de maior massa, porém o0s seis picos gerados pelas
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moléculas de menor massa molecular (naftaleno, acenaftileno, acenafteno, fluoreno,
fenantreno e antraceno) apresentaram um alargamento significativo, dificultando sua
identificacdo (Método B). Tais fatos podem ser atribuidos & expanséo do volume do solvente,
que no modo de injecdo sem divisdo de fluxo (Splitless), determina o volume maximo de
injecdo em qualquer conjunto de condicdes (temperatura, presséo e volume do liner). Assim,
se 0 volume excede o volume do liner, uma parte da amostra fluird fora da zona deste. Um
pulso de pressdo é criado sobre a vaporizacdo da amostra que excede a pressao frontal, de
forma que o volume de vapor excedido pode voltar através do inlet do gas de arraste
conduzindo a dois problemas potenciais: alargamento do pico e contaminagdo do injetor.
Como o solvente elui repentinamente através da linha do gas de arraste, ocupa um volume
muito maior e, portanto, precisard de muito mais tempo para se transferir para a coluna
analitica. Isto causa um alargamento e caudas tanto nos picos do solvente quanto do analito,
piorando este problema para solventes com volumes de expansdo maiores € menores taxas
do fluxo do gas de arraste.

Para evitar ou minimizar este tipo de problemas podem ser utilizadas diversas estratégias
tais como: um volume de solvente menor, aumento de pulso de pressdo durante a fase de
injecdo do ciclo de analise, uso de liners maiores para garantir um menor escape de vapor,
ou inclusive o uso de técnicas de injecdo de volumes grandes com programas de vaporizacao
de temperatura (PTV-LVI-GC, Programmed temperature large volume injection gas
chromatography). Esta ultima técnica geralmente é usada para a analise de tracos por
aumentar a sensibilidade através da eliminacdo do solvente e pré-concentracdo dos analitos
no liner para depois serem transferidos a coluna cromatografica pelo programa de
vaporizacdo (DELGADILLO et al., 2013). Para isso é importante que os pontos de ebulicdo
dos solventes sejam suficientemente baixos, com a finalidade de eliminar a maior parte do
solvente através do fluxo de ventilagio sem perder os analitos mais voléteis (MASTOVSKA,
2004). Entretanto, a abordagem mais simples e efetiva é assegurar que o didmetro interno do
liner seja suficientemente grande para conter a quantidade de vapor produzida (HANDLEY,
2001). A TABELA 15 mostra uma comparagdo dos volumes de expansdo gerados com

injecOes de 1 pL dos solventes mais usados em GC. Estes volumes foram obtidos a partir do
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software da Agilent Technologies® (calculador do volume de expansdo), utilizando como

referéncia dados da literatura para corroborar os resultados.

TABELA 15 — VOLUMES DE EXPANSAO PARA ALGUNS SOLVENTES TIiPICOS USADOS EM
ANALISES COM GC

Solvente Ponto de Ebulicéo Expansao do volume
(C) (BL)
Acetona 56 280
Acetonitrila 85 392
Acetato de etila 77 210
Ciclohexano 80,7 190
Diclorometano 39,6 -
1-octanol 195 -
Metanol 65 509
Hexano 69 157
Tolueno 110,6 194
Agua 100 1142
Para 1 pL de injecdo a 270°C e 117,6 kPa FONTE: AGILENT TECHNOLOGIES

De acordo com os dados fornecidos na TABELA 15 pode-se notar como o volume de
expansdo do tolueno sob as condicOes estabelecidas apresenta um valor inferior a capacidade
méaxima do liner, cujo valor é de 670 uL. Portanto, no desenvolvimento do método D
(FIGURA 8) foram empregadas trés estratégias para melhorar a resolucéo e separacdo dos
compostos. Como primeira estratégia aumentou-se a pressao da fase gasosa de 54 kPa para
117,6 kPa durante a injecdo, para reduzir a expansdo do volume (e o tempo de permanéncia
no ponto de injecdo), suprimindo assim a adsor¢do e/ou degradacdo dos analitos
(MASTOVSKA, 2004). Consequentemente, a temperatura de ebulicio do tolueno e de todos
0s outros compostos diminuiu em funcdo do aumento da pressdo de vapor do gas, motivo
pelo qual foi necessario modificar o valor do solvent cut para 11 min, considerando esse valor
como a temperatura calculada para a ebuli¢do do tolueno (110 °C). A segunda estratégia foi
a criacdo de uma nova rampa de aquecimento passando de 50°C min* para 10°C min*
(TABELA 11), tomando como base a programacao de temperatura proposta por Ratola et al.
(2008). E por ultimo a terceira estratégia foi utilizar o modo de monitoramento seletivo de
ions (SIM) para acrescentar sensibilidade a analise através da divisdo do mesmo tempo de

permanéncia entre alguns ions selecionados mediante o registro de massas individuais,

10btido de https://www.agilent.com/en-us/support/gas-chromatography/gccalculators
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proporcionando por sua vez, a identificacdo e quantificacdo simultanea dos analitos em vista
da capacidade de diferencia-los dos interferentes da matriz. A FIGURA 8 apresenta 0s
cromatogramas dos métodos otimizados no modo de monitoramento seletivo de ions
(Métodos C e D).
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FIGURA 8 - CROMATOGRAMAS REFERENTES A a) METODO C, b) METODO D PARA A ANALISE
DOS 16 HPA, 5 DEUTERADOS E O SUBROGADO

1: nafaleno 2: acenaftileno 3: acenafteno 4: fluoreno 5: fenantreno 6: antraceno 7: fluoranteno 8: pireno 9:

benzo[a]antraceno 10: criseno 11: benzo[b]fluoranteno 12: benzo[k]fluoranteno 13: benzo[a]pireno 14:

indeno[1,2,3-cd]pireno 15: dibenzo[a,h]antraceno 16: benzo[g,h,i]perileno A:naftaleno-d8 B: acenafteno-dio

C: fenantreno-dip D: criseno-di» E: perileno-di, S: p-terfenil-dis
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Assim, o cromatograma correspondente ao método D, evidencia a separacdo melhorada
dos picos através do crescimento menor da primeira faixa de temperaturas, porém, 0s picos
dos primeiros seis compostos eluidos, continuaram sendo menos resolvidos quando
comparados aos compostos com maior massa molecular. Esta etapa da otimizacao permitiu
separar todos os HPA, com seus respectivos padrdes deuterados e subrogado utilizando o
tolueno como unico solvente sem a necessidade de fazer a troca de solventes para efeitos
qualitativos da técnica HF-LPME. Entretanto, para efeitos da quantificagdo dos HPA foi
necessaria a secagem do tolueno e reconstituicdo com diclorometano. Idealmente a troca de
solvente que envolve as etapas de secagem e concentracdo deveria ser evitada quando for
possivel, mas a incompatibilidade da técnica GC por alguns solventes (com pontos de
ebulicdo muito altos), o custo agregado e complicagdes envolvidas em técnicas como a PTV-
LVI-GC, fazem com que seja inevitavel. Ndo em vao muitos métodos empregam a troca de
solvente antes da determinacdo por GC, sendo o tolueno, o isooctano e 0 hexano os solventes
de troca mais populares (MASTOVSKA, 2004). A TABELA 16 apresenta 0s tempos de
retencdo dos metodos otimizados no modo SIM em diclorometano e em tolueno para a

analise dos compostos alvo.

TABELA 16 — TEMPOS DE RETENGCAO DOS 16 HPA, 5 DEUTERADOS E SUBROGADO DOS
METODOS CROMATOGRAFICOS C E D

Tempos de Retencéo (min)

Numero HPA Meétodo C Método D
1 Naftaleno 11,73 12,25
2 Acenaftileno 15,06 16,10
3 Acenafteno 15,50 16,59
4 Fluoreno 16,70 18,21
5 Fenantreno 18,98 21,40
6 Antraceno 19,09 21,53
7 Fluoranteno 21,85 24,70
8 Pireno 22,38 25,25
9 Benzo[a]antraceno 25,28 28,30
10 Criseno 25,38 28,40
11 Benzo[b]fluoranteno 28,22 30,76
12 Benzo[k]fluoranteno 28,30 30,82
13 Benzo[a]pireno 29,32 31,43
14 Indeno[1,2,3-c,d]pireno 34,55 33,82
15 Dibenzo[a,h]antraceno 34,76 33,90
16 Benzol[g,h,i]perileno 36,04 34,46

P Naftaleno dg 11,33 12,12
P | Acenafteno dio 15,43 16,50
P Fenantreno dio 18,93 21,33
P | Criseno di, 25,32 28,34
P Perileno di» 29,55 31,56
S p-terfenil-dis 22,86 25,87

Os HPA séo apresentados em ordem crescente de tempos de retengdo  ®Padréo Interno *¢Subrogado
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4.2. TESTES PREVIOS A OTIMIZACAO DA HF-LPME

Experimentos preliminares consistiram em avaliar as duas configuracgdes principais (em
forma de “U” ¢ na forma de “haste”) examinando a seletividade do solvente extrator, o
volume da solugdo aquosa e o comprimento da fibra, com o objetivo de selecionar 0s
principais parametros a serem otimizados. Levando em conta a facilidade de manipulagao do
sistema, assim como a eliminacéo da etapa de selamento da fibra, onde é possivel ocorrer
contaminagdo, a configuragdo em forma de “U” foi escolhida para desenvolver todas as
extragoes.

Com respeito a escolha do solvente extrator € importante ter em vista, principalmente
sua solubilidade com respeito aos compostos a extrair, e sua volatilidade. Quanto maior for
a afinidade entre os analitos e o solvente organico, mais eficiente sera a extracdo, a qual
dependera fundamentalmente da afinidade polar do solvente extrator com estes compostos.
Durante o estudo com o hexano e com o ciclohexano como solventes extratores, foi evidente
observar sua alta volatilidade, respeitando aos valores maiores de pressdo de vapor, assim
como uma maior solubilidade no meio aquoso (contendo acetona e metanol) quando
comparados com o tolueno, dados concordantes com os apresentados na TABELA 17. Isto
dificultou a retirada do solvente da fibra oca mesmo com a adicdo de NaCl na solu¢éo aquosa,
empregada para modificar a polaridade do meio aquoso como sera discutido posteriormente.
Um aspecto importante a ressaltar no uso do ciclohexano, foi sua capacidade de destruir a
fibra com apenas alguns minutos de contato, particularidade que junto com as propriedades
discutidas acima, confirmaram sua excluséo frente ao hexano como solventes extratores. Esta
situacdo foi contraria quando utilizado o tolueno como solvente, dada sua baixa volatilidade
e solubilidade em agua (TABELA 17), evitando assim sua evaporacao durante o processo de
extracdo. Com base nisso, o tolueno foi considerado o solvente com maior seletividade e
eficiéncia de extracdo, além de ter menor viscosidade adequada para garantir altos
coeficientes de difuséo através da fibra, dados corroborados pela literatura (BASHEER et al.,
2003 & CHARALABAKI et al., 2005).

Outro aspecto que vale a pena salientar no que diz respeito ao tolueno como melhor
solvente de extracéo, é que, por apresentar um ponto de ebuli¢do de 110°C sua utilizacdo na
técnica de GC se torna viavel, pois o primeiro composto a ser eluido (naftaleno) apresenta

uma temperatura de ebulicdo maior (120 °C) quando é empregada uma vazédo de 2 mL min°
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! isto é, uma pressdo de 117,6 kPa. Em alguns casos, um solvente com volatilidade mais
elevada apresenta duas principais desvantagens no processo de extragdo: por um lado, o
manuseio da amostra pode mudar o volume do extrato e por outro, uma maior exposi¢éo do
analista aos vapores dos solventes. Contudo, ao trocar o solvente antes da analise por GC,
maior volatilidade se torna mais vantajosa, assim é preferivel evitar a troca se for possivel
em funcio de uma menor perda de amostra (MASTOVSKA, 2004).

TABELA 17 — PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DOS SOLVENTES AVALIADOS
#Solubilidade

I
Solvente *Polaridade em agua ggﬂﬁzgf #Pressdo de Vapor
(%6m/m) a 25 o (kPa) a 21 °C
Tolueno 5,2 x 102 110,6 3,09
Ciclohexano l 5,5 x 108 80,7 10,50
Hexano 9,5x 104 69 17,06

FONTES: *(LAMARQUE, 2008)
#SMALLWOOD, 1996)

Outra varidvel avaliada foi o comprimento da fibra, o qual estd relacionado com o
manuseio das seringas e com o volume da solucdo aquosa. Deste modo, quando foi testado
um menor volume de solugéo doadora (10 mL) com um maior comprimento de fibra (10 cm),
ocorreram problemas de interferéncia da barra de agitacdo com a disposi¢cdo da fibra,
impossibilitando tanto a retirada do tolueno quanto o processo de extracdo. Apesar da maior
area superficial relativa a solucéo aquosa, € importante lembrar que para favorecer o fator de
enriquecimento tem que se aumentar o decréscimo na razao entre os volumes da fase doadora
e receptora (MERIB et al., 2013), por conseguinte os valores selecionados foram de 5 cm de

comprimento (14,3 pL) com 20 mL de solucdo doadora.

4.3. OTIMIZACAO DA TECNICA HF-LPME

Além da razdo das fases receptora e doadora, entre outras varidveis examinadas
previamente, outros parametros que afetam a eficiéncia da extracdo foram investigados, tais
como o cosolvente, a velocidade de extracdo, a quantidade do sal e o tempo de extracdo. O
carater hidrofobico dos HPA faz com que estes tenham uma solubilidade muito baixa em
agua (por exemplo, 0,26 pg L para o dibenzo[a h]antraceno), a qual leva a problemas de

adsorcdo durante a amostragem, armazenamento e extragdo dos mesmos
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(NOKWETHEMBA, 2012). Dada esta condicdo, sdo utilizados cosolventes durante a
extragdo para incrementar a solubilidade destes compostos no meio aquoso, levando em
consideracdo que os HPA geralmente se encontram em baixas concentragdes nos corpos de
agua natural. Assim, o objetivo foi testar a solubilidade dos HPA com dois tipos de solventes
organicos em meio aquoso, um aprotico (acetona) e um prético (metanol) de alta polaridade.

A adicdo de sal e a consequente mudanca da forga idnica da solucdo da amostra pode ter
varios efeitos na extra¢éo, diminuindo a solubilidade dos analitos, e dessa forma, aumentando
a eficiéncia de extracdo em virtude do efeito salting-out (MERIB et al., 2013). Geralmente,
a adicdo de sal em sistemas liquido-liquido introduz forcas idnicas que inevitavelmente
afetam o equilibrio, particularmente para liquidos parcialmente misciveis. Nesses casos,
quando os ions sdo solvatados, uma parte da agua deixa de estar disponivel para o soluto, o
qual é entdo afastado da solucdo aquosa, pois diminui sua solubilidade em agua devido a
presenca de tais sais inorganicos (HASSEINE et al., 2009). Este efeito pode ser aplicado a
remocdo de compostos organicos de matrizes aquosas, ou neste caso, para facilitar a
transferéncia dos analitos organicos a um solvente afim que esteja presente.

Outros fatores extremamente importantes sdo o tempo de extracdo e a taxa de agitacao.
Geralmente a agitacdo é aplicada para acelerar a cinética da extracdo, tendo em vista que o
processo de transferéncia de massa é dependente do tempo para alcancar o equilibrio
(MERIB et al., 2013). O estudo dos parametros foi determinado mediante a comparacao das
respostas das areas obtidas dos cromatogramas, a partir da injecao da solucao receptora logo
apos a microextracdo com a fibra oca, usando amostras de agua ultrapura acrescidas de uma
concentragéo conhecida de HPA (100 pg L1). As respostas obtidas necesséarias para o calculo
dos efeitos, a partir do planejamento fatorial 23, se encontram no APENDICE 1.

Através do gréafico de Pareto padronizado com 95 % de confianca (FIGURA 9) é possivel
visualizar os efeitos principais e as interacdes obtidas entre as varidveis do planejamento
fatorial 23 para o fenantreno como representante dos trés compostos que apresentaram efeitos
de terceira ordem. O valor absoluto dos efeitos estimados & proporcional a extensao da barra
horizontal mostrada no grafico, onde a significancia relativa dos efeitos pode ser facilmente
visualizada. Os erros padrdo Se foram multiplicados pela constante t de Student (t2=4,303)
obtendo-se um produto Set apresentado graficamente como uma linha vertical em cada

gréfico. Tanto os efeitos principais como os de interacdo foram considerados significativos
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nos casos em que seu valor absoluto foi maior ou igual a Set (LEITE, 2008). Esta analise é
considerada de igual forma para os conseguintes planejamentos fatoriais 22, sendo exposto 0
gréafico de um ou dois dos compostos para representar os 16 analitos de interesse.

Vel x Cosol

NaCl

Vel x Cosol x NaCl

Cosol x NaCl famm=

Vel x NaCl

0 50000 1E5 1.5E5 2E5 2.5E5 3E5 3.5E5 4E5

Efeeito Padronizado

FIGURA 9 — GRAFICO DE PARETO PADRONIZADO (P=95%) PARA OS EFEITOS PRINCIPAIS E DE
INTERAGAO DO FENANTRENO DO PLANEJAMENTO FATORIAL 23. VEL: VELOCIDADE COSOL:
COSOLVENTE

A vista disso, é possivel observar o efeito de primeira ordem do sal, efeito de segunda
ordem da interag&o entre a velocidade e o cosolvente, e de terceira ordem da interagéo entre
o sal, a velocidade e o cosolvente. Da mesma maneira, verificou-se para o naftaleno,
acenaftileno e fluoreno os efeitos de primeira e segunda ordem, e de terceira ordem para o
acenaftileno, fluoreno e o fenantreno. As TABELAS 18, 19 e 20 mostram os efeitos

correspondentes a esses compostos e seus erros-padrao.

TABELA 18 - EFEITOS DE PRIMEIRA ORDEM CALCULADOS PARA O PLANEJAMENTO 22

Efeitos de Primeira Area
Ordem Naftaleno Acenaftileno Fluoreno Fenantreno
Velocidade -(1,4 £ 1,2)x10°8 -(4,9 £ 0,7)x10° - -
Cosolvente - -(1,8 £ 0,7)x10° - -
NaCl - (55%0,7)x10° (3,22 3,1)x105 (3,7 £ 3,1)x10°

Os erros-padréo foram multiplicados pelo ponto da distribui¢do de Student t,=4,303 com 95% de confianca.
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TABELA 19 - EFEITOS DE SEGUNDA ORDEM CALCULADOS PARA O PLANEJAMENTO 22

Efeitos de Segunda Area
Ordem Naftaleno Acenaftileno Fluoreno Fenantreno
V@éﬁﬁiiﬁﬂff - (2,3+£07)x105  -(42+31)x10° (3,8 +3,1)x10°
Velocidade x NaCl (1,6 +£1,2)x10° (4,6 £0,7)x10° - -
Cosolvente x NaCl - (2,4 £0,7)x10° - -

Os erros-padrdo foram multiplicados pelo ponto da distribuicdo de Student t,=4,303 com 95% de confianca.

TABELA 20 - EFEITOS DE TERCEIRA ORDEM CALCULADOS PARA O PLANEJAMENTO 22

Efeitos de Terceira Ordem Area
Acenaftileno Fluoreno Fenantreno
Velocidade x Cosolvente x NaCl -(2,7 £0,7)x 10° (35+3,1)x10° (35+3,1) x10°

Os erros-padrdo foram multiplicados pelo ponto da distribuigdo de Student t,=4,303 com 95% de confianca.

Os efeitos de terceira ordem podem ser interpretados como contrastes geométricos
através de um cubo, cujos vértices correspondem aos 8 ensaios. Os efeitos principais e as
interacbes de dois fatores sdo contrastes entre dois planos, que podem se identificar
examinando os coeficientes de contraste (NETO, 2010). Estas representacdes em cubos séo
mostradas para o acenaftileno e para o fenantreno, como os representantes dos 3 HPA que
apresentaram efeitos de terceira ordem do planejamento 23:
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FIGURA 10 — INTERPRETACAO GEOMETRICA DOS EFEITOS COMBINADOS DO
PLANEJAMENTO FATORIAL 23 PARA O ACENAFTILENO E O FENANTRENO: a) PLANO DA
VELOCIDADE COM O COSOLVENTE b) PLANO DA VELOCIDADE COM NaCl c) PLANO DO

COSOLVENTE COM NacCl
DADOS ARREDONDADOS EXPRESSOS COMO 1 X 10°
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Examinando os graficos cubicos das respostas, pode-se analisar como as diferencas
numericas evidenciam as tendéncias, expressas com setas, das maiores areas sobre 0s €ix0s
que representam cada varidvel; os comprimentos das setas sdo proporcionais a diferenca das
respostas. No caso dos efeitos combinados € empregada a representacdo com areas
sombreadas, nas quais a parte mais escura aponta as melhores condicdes. Por sua vez, o
ensaio marcado com uma estrela indica a melhor combinag&o dos trés fatores principais. As
interacdes dos dois fatores de velocidade e cosolvente definem duas interagcdes quando se
analisam os planos velocidade por cosolvente (FIGURA 10 a)), assim dois pares de
condicdes sdo favorecidas, a acetona com a maior velocidade (1500 rpm) para o fenantreno,
e a menor velocidade (660 rpm) junto com o metanol como cosolvente para o acenaftileno e
o fluoreno. Quando comparados 0s crescimentos sobre os eixos da velocidade e do
cosolvente é confirmado um peso maior nas magnitudes dos vetores no plano do cosolvente
do que no plano da velocidade, comprovando a lideranca no efeito cruzado do cosolvente.

No que diz respeito ao efeito combinado da concentragéo de sal com os outros fatores
de velocidade e cosolvente (FIGURA 10 b) e c)), pode se observar como a menor presenca
de NaCl (2,5 %) favoreceu a extracdo dos trés analitos, condicdo que também propicia a
extracao para o resto dos HPA. Isto ocorre provavelmente devido ao aumento da viscosidade
e da densidade da fase aquosa, reduzindo a dissolugéo do tolueno em presenca do cosolvente.
A concentragdes maiores de sal, o efeito salting-out afeta negativamente a cinética do
processo e, consequentemente, a eficiéncia da extracdo (NOKWETHEMBA, 2012).

Com base neste fato, foi realizado um planejamento fatorial 22 empregando os mesmos
dados, desconsiderando o sal como variavel, para estudar o efeito combinado entre a
velocidade e o cosolvente de uma forma mais especifica de acordo com a TABELA 21, a fim
de evidenciar a relacdo entre essas variaveis. As TABELAS 22 e 23 apresentam os efeitos de
primeira e segunda ordem, dados que também podem ser observados através dos graficos de
Pareto (FIGURA 11) do fenantreno e do dibenzo[a,h]antraceno, como representantes dos
compostos mais leves e dos mais pesados, respectivamente, que apresentaram efeitos de

segunda ordem. Os resultados das respostas se apresentam no APENDICE 2.
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TABELA 21 - PLANEJAMENTO 22 PARA ESTUDAR OS PARAMETROS DA TECNICA DE HF-LPME

Parametro Fator Nivel (-) Nivel (0) Nivel (+)
Velocidade (rpm) \Y 10 15 20
Cosolvente 20%  (%V/v) Co 10 15 20
Experimentos Parametros

\ Co

1 - -

2 + -

3 - +

4 + +

5 0 0

6 0 0

7 0 0

Fibra oca de polipropileno, pH 7,50, 25 °C, 20 mL de solugdo aquosa, 5 cm de comprimento de fibra (14,13
ML) e 15 minutos de tempo de extracéo.

O volume do extrator foi calculado pela equagdo do cilindro: V=II. r2.h com “r” como o raio e “h” como o
comprimento da fibra oca.

Os zeros representam os experimentos realizados em triplicata no Nivel (0)

TABELA 22 - EFEITOS DE PRIMEIRA ORDEM CALCULADOS PARA O PLANEJAMENTO 22

Efeitos de primeira ordem

HPA

Velocidade Cosolvente
Naftaleno -(2,3+1,2) x 106 (1,9+£1,2) x 10°
Acenaftileno -(9,5 +0,07) x 108 -(4,2 £ 0,07) x 108

Os erros-padrdo foram multiplicados pelo ponto da distribuigdo de Student t,=4,303 com 95% de confianca.

TABELA 23 - EFEITOS DE SEGUNDA ORDEM CALCULADOS PARA O PLANEJAMENTO 22

Efeitos de segunda ordem

HPA Velocidade x Cosolvente
Acenaftileno (0,5+0,07) x 10°
Fluoreno -(0,8 £ 0,3) x 108
Fenantreno -(0,7 £ 0,3) x 108
Antraceno -(1,8 +1,6) x 108
Fluoranteno -(5,1 + 4,8) x 108
Pireno -(6,4 + 5,3) x 106
Benzo[a]antraceno -(7,7 £ 6,5) x 10°
Criseno -(9,9 +8,1) x 108
Benzo[b]fluoranteno -(8,6 +8,1) x 108
Benzo[K]fluoranteno -(10,8 £ 9,4) x 108
Benzo[a]pireno -(10,1 +£8,1) x 108
Dibenzo[a,h]antraceno -(10,0 + 8,8) x 108
Benzo[g,h,i]perileno -(10,2 + 8,1) x 108

Os erros-padréo foram multiplicados pelo ponto da distribui¢do de Student t,=4,303 com 95% de confianca.
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FIGURA 11 - GRAFICO DE PARETO PADRONIZADO (P=95%) PARA OS EFEITOS PRINCIPAIS
E DE INTERAGAO DO a) FENANTRENO E DO b) DIBENZO[A,HJANTRACENO DO
PLANEJAMENTO FATORIAL 22
VEL: VELOCIDADE COSOL: COSOLVENTE
Como o efeito de interagdo é significativo para esses compostos, os efeitos principiais
devem ser interpretados conjuntamente. Para isso, representa-se 0 planejamento

experimental em um sistema cartesiano, com um eixo para cada fator. Com apenas dois



88

fatores, o espaco definido por eles € um plano, podendo colocar 0s quatro ensaios nos vertices
de um quadrado (NETO, 2010). A FIGURA 12 mostra o fenantreno e o
dibenzo[a,h]antraceno como os compostos representantes dos HPA de menor e maior massa

molecular, respectivamente.

Fenantreno Dibenzo[a,h]lantraceno
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FIGURA 12 — DIAGRAMA PARA A INTERPRETACAO DOS RESULTADOS DO
PLANEJAMENTO FATORIAL 22 PARA a) FENANTRENO b) DIBENZO[A,HJANTRACENO
Interpretando o diagrama para o fenantreno e para o dibenzo[a,h]antraceno, pode-se

observar um crescimento das respostas quando utilizada uma maior velocidade com a acetona
como cosolvente, representando por sua vez o comportamento inverso quando utilizado uma
menor velocidade e metanol como cosolvente.

Baseado em resultados obtidos de estudos univariados € sabido que a agitacdo da
amostra promove a extracdo e reduz o tempo de equilibrio termodindmico, especialmente
para os analitos com altas massas moleculares (FONTANALS et al., 2006 apud
NOKWETHEMBA, 2012). Porém, ao analisar os efeitos de interacdo pode se distinguir a
situacdo contraria para o acenaftileno, pois esse apresentou uma maior resposta quando
submetido a baixas velocidades com a acetona como cosolvente. N&o obstante, esta situacéo
é contraria para o dibenzo[a,h]antraceno e para o resto dos HPA, com maiores massas
moleculares, pois revelaram que com o valor maximo de velocidade (1500 rpm) e acetona

como cosolvente, a extracdo alcangou as maiores respostas.
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Quando falamos do carater polar das moléculas organicas, neste ou em outros contextos,
€ preciso ter em conta que este € dado pela presenca de um ou varios grupos polares, mas que
toda a molécula organica possui uma parte apolar formada por ligacbes C-C e C-H. A
importancia relativa destas duas partes, polar e apolar, € que determina o carater final do
composto. Isto permite entender, no caso do metanol e da acetona, nos quais predomina o
cardter polar pertencente ao grupo hidroxila (OH) e ao grupo carbonila (C=0),
respectivamente, sua capacidade para formar interagdes do tipo dipolo permanente—dipolo
permanente com a 4gua, aspecto que lhe confere uma maior solubilidade (LAFUENTE et al.,
1997). Contudo, as ligacBes de hidrogénio presentes nas intera¢fes entre o metanol e a agua
aumentam a afinidade entre estes dois solventes em maior medida do que no caso da acetona.
Porém, esta ultima estabelece uma interacdo mais apropriada do que o metanol entre os
compostos de interesse no meio aquoso. De tal forma, a combinacdo da acetona com a maior
velocidade de agitacdo foram os parametros selecionados para o favorecimento da extracao
dos 16 HPA, fato concordante com Ratola et al. (2008) e King et al. (2002).

Segundo Hasseine et al. (2009), no sistema agua-tolueno-acetona, a adi¢do de sal
incrementa o coeficiente de atividade do soluto, provocando o salting-out da acetona. Esse
comportamento se deve ao fato de que as moléculas de sal concorrem com aquelas do soluto
pelas moléculas de agua, provocando assim um déficit nos reservatérios de solvatacdo ao
redor do soluto organico, o qual pode se liberar para se movimentar e migrar a fase organica.

Uma vez estabelecidas as condices do primeiro planejamento fatorial 22 e confirmadas
através da analise do segundo, foi levado a cabo um terceiro planejamento fatorial 22 para
definir a concentracdo do cosolvente, ja que quando é utilizado em grandes concentracoes
pode enfraquecer a difusdo dos analitos no tolueno e inclusive aumentar a solubilidade na
fase aquosa. Os limites superiores e inferiores foram estipulados de acordo com os valores
estudados do primeiro planejamento. Deste modo, as concentracGes de acetona avaliadas
foram de 20% e 10%, e 15% como ponto central, os resultados das respostas se apresentam
no APENDICE 3, representadas também no grafico de Pareto da FIGURA 12. Como ndo
foram obtidos efeitos de segunda ordem, apenas os efeitos de primeira ordem estdo expostos
na TABELA 24.
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FIGURA 13 —~GRAFICO DE PARETO PADRONIZADO (P=95%) PARA OS EFEITOS PRINCIPAIS
E DE INTERAGAO DO FENANTRENO DO PLANEJAMENTO FATORIAL 23 VEL: VELOCIDADE
COSOL: COSOLVENTE

TABELA 24 — EFEITOS DE PRIMEIRA ORDEM CALCULADOS PARA O PLANEJAMENTO 22

Efeitos Primeira Area
Ordem Acenaftileno Fenantreno
Concentracédo -(1,2 £ 0,9) x10° -(0,6 +0,3) x108
Tempo - -(0,4 +0,3) x10°

Os erros-padréo foram multiplicados pelo ponto da distribui¢do de Student t,=4,303 com 95% de confianca.

Apesar de nenhum dos 16 compostos ter apresentado efeitos de segunda ordem, foram
analisados os efeitos de primeira ordem do acenaftileno e do fenantreno com o intuito de
estabelecer as melhores condicOes de extragdo (concentracdo de acetona e tempo de
extracdo). Assim, foram obtidos dois pares de condi¢Oes para estes compostos, ambos
favorecidos por menor concentracdo de acetona (10 %), com a diferenca de um menor e
maior tempo de extracdo para o fenantreno e o acenaftileno, respectivamente. Considerando-
se que a transferéncia de massa € um processo dependente do tempo, para 0 caso do
fenantreno um menor tempo de extracdo demonstrou ser suficiente para atingir o equilibrio
termodinamico. Ao analisar as respostas correspondentes aos efeitos principais é evidente
perceber a predomindncia de um menor tempo de extracdo para a grande maioria dos HPA,

no entanto a concentracdo de acetona é dividida entre 0s compostos com menor e maior
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massa molecular, observando-se um aumento das respostas para 10 e 20 %, respectivamente.
Ou seja, é necessaria uma maior concentracdo de acetona para solubilizar os compostos com
maiores massas moleculares. Contudo, salvo o acenaftileno e o fenantreno para nenhum outro
composto a concentracdo de acetona apresentou efeitos significativos, e por este motivo
foram escolhidos como os parametros otimizados 10 % de acetona e tempo de extracdo de
10 min, destacando-se uma baixa concentracdo do cosolvente em conformidade com o
objetivo ambiental procurado. Para visualizar a diferenca qualitativa do método de HF-

LPME prévio e posterior a otimizacdo é apresentada a FIGURA 14:
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FIGURA 14 — REPRESENTACAO DAS RESPOSTAS EM FUNCAO DOS PARAMETROS ANTES
E DEPOIS DE SEREM OTIMIZADOS

4.3.1 AJUSTES FINAIS DA HF-LPME

Uma vez definidos os parametros da otimizacdo, optou-se por avaliar mais dois fatores
relacionados com a eficiéncia da extracdo, porém em concentracdes de HPA menores as que
foram empregadas para o processo de otimizacgdo. Por um lado, a etapa de secagem tanto com
nitrogénio quanto com o concentrador rotativo a vacuo, e por outro, a presenca ou ndo de
acetona no meio aquoso. As solugdes aquosas receberam aliquotas das solugcfes padrdo de
HPA e subrogado na concentracio de 0,01 pg L adicionando uma aliquota de solugio de
padrdo interno na concentragdo de 100 pg L™, apos a extragdo. A FIGURA 15 apresenta 0s

resultados obtidos das recuperac6es em funcéo dos dois sistemas de secagem, para verificar
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se 0s HPA sob temperaturas minimas (5°C) e velocidade de 1500 rpm sofriam degradacéo

ou volatilizagéo, sendo calculadas segundo as equacdes (5) e (6), expostas na introducao.
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FIGURA 15 - RECUPERAGOES DE HPA OBTIDAS UTILIZANDO DOIS METODOS DE SECAGEM: O
NITROGENIO (2 MIN PARA CADA AMOSTRA) E O CONCENTRADOR ROTATIVO AVACUO A5
°C E 1500 RPM (1 MIN PARA TODAS AS AMOSTRAS)

A partir dessa figura pode-se constatar a semelhanca das recuperac@es quando utilizados
os dois métodos de secagem, distinguindo-se as vantagens do concentrador perante ao
nitrogénio, com o tempo de secagem sendo de 1 min para todas as amostras no concentrador
versus 2 min para cada amostra no caso do fluxo de nitrogénio.

O segundo fator estudado consistiu na presenca de acetona como cosolvente para
verificar se ha aumento da difusdo dos HPA no meio aquoso em presenca do sal. Para estes
testes foi utilizado o concentrador como técnica de secagem, conforme os resultados

satisfatorios previamente discutidos. A FIGURA 16 mostra os resultados obtidos:
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FIGURA 16 — RECUPERACOES DE HPA OBTIDAS UTILIZANDO ACETONA E SUA AUSENCIA NO
MEIO AQUOSO COM O CONCENTRADOR COMO METODO DE SECADO

Conforme a FIGURA 16, é possivel visualizar como a presenca de acetona aumenta
significativamente as recuperac@es, observando uma maior influéncia sobre aqueles com
maiores massas moleculares. Finalmente, a TABELA 25 contém os parametros otimizados
para 0 método de extracdo simultanea dos 16 HPA:

TABELA 25 - PARAMETROS OTIMIZADOS DOS TRES PLANEJAMENTOS FATORIAIS PARA A HF-
LPME

Pardmetro Valor otimizado
Velocidade 1500 rpm
Cosolvente Acetona
Concentracdo de Acetona 10 % (%v/v)
Concentracdo de NaCl 2,5 % (Yom/v)
Tempo de extracdo 10 min
*Secagem do solvente Concentrador rotativo a vacuo

*Parametro avaliado univariadamente.

4.4. VALIDACAO DO METODO HF-LPME
4.4.1. Parametros Analiticos de Mérito

Com o objetivo de validar o método otimizado foram avaliados alguns parametros de
mérito tais como linearidade, limites de detec¢do (LOD), limite de quantificacdo (LOQ),
precisdo (preciséo inter-corrida e precisao intra-corrida) e exatiddo (testes de recuperacao).
Foi construida uma curva analitica através do preparo de 7 solu¢Bes padrdo de HPA

dissolvidas em diclorometano, determinadas em triplicata com concentragdes de 10; 75; 140;
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205; 270; 335 e 400 pg L. Para cada concentragdo foi agregada uma aliquota fixa da solucéo
padrdo dos padr@es internos para atingir uma concentragdo intermediaria da curva de 200 g
L? e uma aliquota do padrdo subrogado p-terfenil-dis para atingir a concentracio
correspondente a cada ponto. Adicionalmente, foi efetuada uma curva pds-extracao,
mediante com cinco extracfes em agua enriquecidas com aliquotas de solucdo padréo de
HPA e subrogado para atingir concentragdes de: 0,001; 0,01; 0,1; 1 e 10 ug L. Cada extracéo
foi realizada em triplicata de acordo com o método proposto, recebendo uma aliquota de
padrdo interno correspondente a 100 pg L™ antes de sua determinacéo por GC-MS.

O p-terfenil-dis € um composto deuterado, no qual o deutério substitui o hidrogénio
(FIGURA 17), anélogo aos analitos de interesse, que é comumente utilizado em GC-MS para
avaliar o desempenho da extracdo através do monitoramento de perdas durante todas as
etapas envolvidas. A recuperacdo obtida é reportada como a medida do efeito de matriz e
erro analitico, mas ndo € utilizada para fazer ajustes nas concentracdes de acordo com
recomendacdes da U.S EPA (2002). N&o se deve confundir o subrogado com os padrdes
internos também deuterados, ja que estes Ultimos sdo adicionados no ultimo passo analitico
e sdo utilizados na analise quantitativa para corrigir a variabilidade instrumental entre
amostras; a area do pico do padréo interno na amostra é comparada com a area do pico do
analito (LESAGE, 1992). Neste trabalho o subrogado foi utilizado nas curvas analiticas para

a avaliacdo da recuperacdo obtida nos testes de validacdo e nas amostras de agua de rio.
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FIGURA 17 - ESTRUTURA MOLECULAR DO SUBROGADO P-TERFENIL-D14
FONTE: A AUTORA
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A regressdo linear de todas as curvas foi obtida a partir da plotagem da razéo entre as
areas do pico do HPA e as éareas do pico do padrdo interno em relacdo a razdo entre as
concentragdes dos HPA e dos padrbes internos correspondentes. As respostas da curva
analitica instrumental apresentaram uma resposta linear em todo o intervalo de trabalho,
sendo verificada por meio do coeficiente de correlacdo cujos valores estiveram na faixa de
0,991 a 0,997 exceto para o dibenzo[a,h]antraceno cujo valor foi de 0,986. J& na curva obtida
pos-extracdo, as linearidades diminuiram significativamente para os compostos de menor
massa molecular, resultando em desvios maiores para todos eles, como no caso do naftaleno
e do acenafteno com coeficientes de correlacdo de 0,880 e 0,861, respectivamente, e
concordante com resultados obtidos na literatura (BASHEER et al., 2003).

Os limites de deteccéo e quantificacdo foram calculados a partir dos parametros da curva
analitica, pois 0 método da razdo sinal-ruido pode afetar seus valores devido as flutuagdes
dos picos cromatograficos. Deste modo, o método escolhido garante uma maior
confiabilidade estatistica, como mencionado anteriormente. Os dados das curvas analiticas
dos 16 HPA e do p-terfenil-di4 sdo apresentados nas TABELAS 26 e 27.

TABELA 26 — FIGURAS DE MERITO DOS HPA OBTIDOS A PARTIR DA CURVA ANALITICA
INSTRUMENTAL

sintervalo *%DPR
HPA linear R? para LOD_l LO‘?l
(ug L) 10 pg L (Mg L) (Mg L)
Naftaleno 10 - 400 0,998 2,30 0,0036 0,0121
Acenaftileno 10 - 400 0,995 1,95 0,0085 0,0284
Acenafteno 10 - 400 0,997 2,07 0,0061 0,0203
Fluoreno 10 - 400 0,996 2,54 0.0061 0,0203
Fenantreno 10 - 400 0,996 1,48 0,0173 0,0577
Antraceno 10 - 400 0,993 3,85 0,0136 0,0455
Fluoranteno 10 - 400 0,995 4,22 0,0072 0,0240
Pireno 10 - 400 0,997 1,74 0,0118 0,039%4
Benzo[a]antraceno 10 - 400 0,995 5,73 0,0123 0,0410
Criseno 10 - 400 0,998 4,58 0,0131 0,0439
Benzo[b]fluoranteno 10 - 400 0,996 3,20 0,0232 0,0774
Benzo[k]fluoranteno 10 - 400 0,997 3,60 0,0194 0,0647
Benzo[a]pireno 10 - 400 0,991 3,86 0,0142 0,0473
Indeno[1,2,3-cd]pireno 10-335 0,987 2,72 0,0082 0,0275
Dibenzo[a,h]antraceno 10-335 0,984 50,48 0,1267 0,4224
Benzo[g,h,i]perileno 10 - 400 0,992 1,35 0,0220 0,0734
p-terfenil-dis 10 - 335 0,971 5,15 0,1662 0,5542

*0 % DPR corresponde as areas obtidas dos HPA com (n=3)
s Cada concentragéo foi dividida pela concentragdo do padréo interno (204,8 ug L™?)
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TABELA 27 — FIGURAS DE MERITO DOS HPA OBTIDOS A PARTIR DA CURVA ANALITICA POS-
EXTRACAO

sintervalo “Y6DPR
HPA linear R? para LOD LOQ
1 0,001 pg (Mg L) (ug L)
(llg L ) L—l

Naftaleno 0,001-1 0,880 17,40 0,0011 0,0037
Acenaftileno 0,001-1 0,996 22,63 0,0006 0,0018
Acenafteno 0,001-10 0,861 72,05 0,0099 0,0330
Fluoreno 0,001-10 0,985 74,86 0,0024 0,0079
Fenantreno 0,001-10 0,999 114,15 0,0038 0,0126
Antraceno 0,001-10 0,999 35,65 0,0042 0,0141
Fluoranteno 0,001-10 0,995 101,11 0,0067 0,0224
Pireno 0,001-10 0,997 134,73 0,0054 0,0178
Benzo[a]antraceno 0,001-10 0,938 7,25 0,0191 0,0638
Criseno 0,001-10 0,932 74,30 0,0211 0,0704
Benzo[b]fluoranteno 0,001-10 0,912 78,11 0,0253 0,0844
Benzo[k]fluoranteno 0,001-10 0,907 61,66 0,0224 0,0748
Benzo[a]pireno 0,001-10 0,935 63,96 0,0187 0,0624
Indeno[1,2,3-cd]pireno 0,001-10 0,983 62,50 0,0097 0,0325
Dibenzo[a,h]antraceno 0,001-10 0,991 48,00 0,0072 0,0239
Benzo[g,h,i]perileno 0,001-10 0,987 45,55 0,0056 0,0187
p-terfenil-dis 0,001-10 0,880 25,90 0,0317 0,1055

*0O % DPR corresponde as areas obtidas dos HPA com (n=3)
s Cada concentragéo foi dividida pela concentragdo do padréo interno (100 pg L)

Partindo-se do fato de que os HPA normalmente sdo encontrados em baixas
concentragdes nos corpos de agua naturais, 0 método deve ter baixos LOD como os obtidos
no presente trabalho. Pode se observar os resultados satisfatorios para ambas curvas
analiticas, sem diferencas significativas entre os LOD e LOQ. Nesse sentido, 0 método
desenvolvido devera ter elevados fatores de enriquecimento para 0s compostos alvo,
especialmente para aqueles legislados. Para os testes de precisao os fatores de enriquecimento
deverdo ser independentes da concentracdo da amostra, em vista de que a concentracdo dos
HPA no ambiente ndo é conhecida. Se o método ¢ independente da concentracdo da amostra
significa que os valores de enriquecimento deverdo ser constantes em qualquer concentracéo;
portanto a quantidade extraida na fase receptora seria diretamente proporcional a quantidade
presente na amostra (NOKWETHEMBA, 2012).

Considerando que os HPA geralmente estdo presentes em concentragdes sob a ordem de
ug L2, as recuperagbes do método devem ser avaliadas através do enriquecimento de
amostras de agua ultrapura com solucdes padrdo de HPA e subrogado, para atingir
concentragdes de 0,001; 0,01; 0,1 e 1 ug L™ no meio aquoso. Os fatores de enriquecimento

e as recuperacdes apos as extragdes foram calculadas usando o método do padrdo interno e a

(ug LY
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curva analitica instrumental (KING et al., 2002), conforme as equacdes 6 e 7. Os resultados

obtidos s&o detalhados na TABELA 28 e representados graficamente na FIGURA 18:
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FIGURA 18 — RECUPERAGOES DOS HPA E DO P-TERFENIL-D14 E SEUS RESPECTIVOS %
DPR PARA QUATRO CONCENTRACOES DIFERENTES EM AGUA ULTRAPURA



TABELA 28 — FATORES DE ENRIQUECIMENTO E RECUPERAGOES OBTIDAS EM QUATRO CONCENTRAGOES DIFERENTES COM SEUS

RESPECTIVOS DESVIOS RELATIVOS EM AGUA ULTRAPURA

*¢Concentracdo avaliada (ug L)

HPA 0,001 0,01 0,1 1
F.E %R %DPR F.E %R %DPR F.E %R %DPR F.E %R %DPR

Naftaleno 400 99,94 0,01 400 99,90 0,02 392 97,93 0,5 382 95,53 0,1
Acenaftileno 327 78,72 5,31 334 83,44 9,29 248 62,11 28,0 264 65,92 1,2
Acenafteno 311 76,69 16,4 329 82,52 1141 239 59,81 30,1 252 63,10 11
Fluoreno 373 91,77 6,4 335 83,88 11,4 241 60,27 30,1 255 63,84 4,2
Fenantreno 386 93,41 8,3 391 97,70 0,66 248 62,01 26,1 251 62,66 11
Antraceno 397 99,20 0,2 392 98,05 1,06 250 62,42 24,1 254 63,58 50
Fluoranteno 395 99,43 0,7 379 94,76 1,21 287 71,71 12,9 275 68,81 57
Pireno 394 99,15 0,7 379 94,81 1,32 281 70,24 12,1 266 66,40 2,2
Benzo[a]antraceno 386 99,95 0,03 391 97,65 0,04 330 8242 33 296 73,97 15
Criseno 400 99,95 0,03 390 97,45 0,4 328 82,04 2,8 279 69,65 0,6
Benzo[b]fluoranteno 400 99,94 0,06 389 97,30 0,4 316 79,11 6,1 268 67,03 1,6
Benzo[k]fluoranteno 399 99,96 0,03 388 98,07 0,6 322 80,43 4,3 261 65,36 1,0
Benzo[a]pireno 398 99,85 0,1 393 98,24 1,6 359 89,66 7.4 264 66,07 3,5
Indeno[1,2,3-cd]pireno 398 99,87 0,09 386 96,61 0,7 312 78,03 1,2 255 63,73 7,4
Dibenzo[a,h]antraceno 398 99,91 0,03 384 96,10 2,81 347 86,88 4,3 257 64,33 6,8
Benzo[g,h,i]perileno 398 99,91 0,05 384 96,69 3,0 318 79,52 15 250 62,42 5,6
p-terfenil-d14 399 99,98 0,005 387 98,90 0,4 359 89,84 9,2 292 72,91 14,6

*n=3

®V,=14 uL (evaporagdo e reconstituicdo em 50 pL) e V4=20mL
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De acordo com os resultados obtidos, é possivel reconhecer uma tendéncia decrescente
tanto das recuperacdes quanto dos fatores de enriquecimento em funcdo do aumento da
concentracdo. Porém, segundo Nokwethemba (2012), raramente variam os fatores de
enriquecimento quando utilizados um ou dois niveis de concentra¢do proximos ao que é
esperado em amostras ambientais. Portanto, € possivel Ihes atribuir essa diminuigéo a fatores
relacionados com o equilibrio termodindmico da extracéo, tais como a difusdo incompleta
dos analitos no meio aquoso, volatilidade dos compostos e/ou o0 reduzido volume de tolueno
(relacionado com o tamanho da fibra oca), além de possiveis perdas por volatilidade devidas
a seu armazenamento no freezer durante varios dias para sua conseguinte determinacao por
GC-MS. E importante lembrar que os HPA sio fotossensiveis (U.S.EPA, 1996), o que
conduz a uma provavel degradacdo ao cabo de alguns dias. Entretanto, cabe salientar que a
razdo entre os volumes da fase receptora (14 L), sua evaporacdo e reconstituicdo em
diclorometano (50 pL) junto com o volume da fase doadora (20 mL) providenciou fatores de
enriquecimento muito altos para todos os HPA, quando comparados aos obtidos na literatura
(TABELA 29).

Por outro lado, as faixas de recuperagdo obtidas para os HPA (59,81-99,96 %) para uma
concentracio de 0,1 pg L' e 0,001 pg L' respectivamente, mostraram uma menor
recuperagdo para aqueles HPA com menor massa molecular como o acenaftileno e o
acenafteno. Diante destes resultados, evidencia-se uma boa recuperacdo do subrogado
(>70 %) em todas as concentragdes, garantindo uma eficiéncia consideravel no intervalo
estudado para o método proposto, salientando que para a grande maioria foram obtidos
valores satisfatorios.

O método de HF-LPME forneceu fatores de enriquecimento maiores aos reportados na
literatura em vista da razdo de volumes da fase receptora (14 uL) e doadora (20 mL), e LOD
similares a pesquisas envolvendo a mesma matriz ¢ 0 mesmo solvente organico, segundo os

dados apresentados na TABELA 29.



TABELA 29 - CONDICOES DE METODOS DESENVOLVIDOS NA
DETERMINAR HPA COM HF-LPME E GC-MS

100

LITERATURA PARA

Amostra Sol\fer)te Volumes Fibra NaCl t F.E LOD Referéncia
organico (cm)  (%miv)  (min)
_ 165,8 0,13- .
Solo Octano V\(/jr-_242$rl1_L 6,5 ~ 8 - 0,22 K'”zgogtza"’
- 2335 mgKg?
" 0,006-
Agua de Vr=5pL 46- ' Basheer et
chuva ~ TOMeMO ygogym L8 30 ST ﬁgf? al., 2003
5 0,006- .
Agua Vr=3puL ' Charalabaki
Residual 'O yg-smL 18 25 L 3;& etal., 2005
< Vr =30 pL
Agua _ 494- 2-120 Wang et al.,
ultrapura | 01ueno Vdr;|_250 108 = 10 4555 gLt 2006
. 0,025-
Agua de Vr =17 uL ' Nokwethem
fio Heptano 4 _oomL 20 - 30 4082 3;33 ba, 2012
" 0,0006-
Agua de Vr =17 yL 239- ' Presente
fio Tolueno vy — oo 90 2,5 10 399 Oﬁngf trabalho

Vr: Volume da fase receptora (organica)

Vd= Volume da fase doadora (aquosa)

A determinacdo da precisdo do método proposto foi avaliada através da precisdo intra-

corrida (repetitividade) e da preciséo inter-corrida, as quais foram verificadas a partir de nove

determinacOes (trés repeticdes em trés niveis diferentes) realizadas em um e dois dias,

respectivamente, sob as mesmas condi¢bes. Os resultados foram expressos com base na

estimativa do desvio padréo relativo % DPR calculado através dos valores de recuperacao,

previamente discutidos acima, em funcdo de considerar o desvio contido na razdo dos

volumes, anteriormente dilucidados. Abaixo se apresentam os resultados correspondentes:
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TABELA 30 — VALORES DE PRECISAO INTRA-CORRIDA (%) E PRECISAO INTER-CORRIDA (%)
EM TRES CONCENTRAGOES DIFERENTES EM AGUA ULTRAPURA

*Concentracdo avaliada (ug L)

0,01 0,1 1
HPA *Pintra 3Pinter *Pintra 3Pinter *Pintra 3Pinter
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Naftaleno 0,02 1,02 0,47 1,01 0,11 6,18
Acenaftileno 11,13 46,03 27,98 28,97 1,16 38,97
Acenafteno 13,87 49,12 30,10 30,72 1,14 38,70
Fluoreno 11,45 39,52 30,88 38,35 4,24 34,81
Fenantreno 0,66 30,78 26,07 34,42 1,11 30,42
Antraceno 1,06 22,83 24,13 49,01 5,01 17,80
Fluoranteno 1,21 2,57 12,92 19,01 5,75 8,96
Pireno 1,32 6,02 12,14 23,25 2,20 34,22
Benzo[a]antraceno 0,04 0,60 4,06 11,58 1,53 9,84
Criseno 0,36 0,62 3,47 11,54 0,63 4,60
Benzo[b]fluoranteno 0,39 0,80 6,08 9,46 1,59 6,01
Benzo[Kk]fluoranteno 0,63 0,88 4,32 8,91 0,99 16,02
Benzo[a]pireno 1,57 1,15 7,41 9,82 3,55 15,28
Indeno[1,2,3-cd]pireno 0,72 0,65 1,21 19,09 7,42 15,54
Dibenzo[a,h]antraceno 2,97 2,02 4,32 16,52 6,76 24,40
Benzo[g,h,i]perileno 0,40 0,45 1,51 8,85 5,58 19,31
p-terfenil-d14 0,12 0,26 9,21 8,72 14,62 11,67
*n=3 ®Precisdo intra-corrida sPrecisdo inter-corrida

Os desvios padroes relativos dos HPA para a precisdo intra-corrida variaram de 0,02 a
11,41 % para uma concentragdo de 0,01 pg L', de 0,5 2 30,1 % para 0,1 pg L', e de 0,1 27,4 %
para 1 ug L. No caso da precisio inter-corrida os desvios padrdes relativos ficaram entre os valores
de 0,45 € 49,12 % para 0,01 ug L, entre 1,01 e 49,01 % para 0,1 pg L' e entre 4,6 € 38,97 % para 1
ug L', Assim, pode se observar um maior desvio para aqueles com menor massa molecular e uma
tendéncia inversa naqueles com massas maiores do que os isdmeros fenantreno e antraceno. Este fato
tem a ver com a disposi¢do dos primeiros compostos a co-eluir com maior facilidade do que os
ultimos compostos, prejudicando a integracdo das areas dos mais leves. Aqueles com maiores massas
moleculares apresentaram valores satisfatorios, considerando que em analise de tragos ou impurezas

sao aceitos % DPR de até¢ 30% segundo a AOAC International (TAVERNIERS et al., 2004).
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4.5. APLICACAO DO METODO VALIDADO EM AMOSTRAS REAIS DE RIO

O método otimizado de HF-LPME foi aplicado a extracdo de HPA em amostras reais
dos rios Belém, Iguacu e Irai para depois ser determinado por GC-MS. Neste trabalho ndo
foi desenvolvido um planejamento amostral, no qual séo consideradas variacGes espaciais e
temporais, por ndo se tratar de um estudo de monitoramento (BESSA et al., 2013). Os pontos
dos rios amostrados séo representantes simples da presenca de HPA nas camadas superficiais
dos seus corpos hidricos. A TABELA 31 compila algumas propriedades fisico-quimicas (pH

e condutividade) das amostras:

TABELA 31 — PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DOS HPA EM AMOSTRAS DE RIO

Amostras pH *Condutividade (S cm™)
Rio Belém 8,32 276
Rio Iguagu 7,22 47,0

Rio Irai 7,42 53,3

*Medida a uma temperatura de 25 °C

Os pH das amostras apresentaram valores proximos a alcalinidade, o que quer dizer que
uma maior quantidade de ions de hidrogénio (H") reagiu com outros compostos presentes na
agua, deixando mais ions de hidroxido (OH") no meio. Deste modo, a relagdo entre um pH
alcalino (8,32) e uma alta condutividade (276 puS cm™) para o rio Belém, pode ser associada
a presenca de residuos sélidos que contribuem com fosfatos, sulfatos e anions. A natureza
das camadas superficiais dos rios é diferente a das suas colunas de dgua estagnadas, assim as
concentracdes de HPA s8o distintas no grau da presenca destes poluentes
(NOKWETHEMBA, 2012).

Com o objetivo de avaliar os efeitos de matriz sobre a extracdo foi investigada a
aplicabilidade do presente método em amostras de &gua de rio. Para isso foram feitos testes
de recuperacdo mediante a fortificacdo em trés concentracOes diferentes, os resultados dos
HPA e do subrogado nos trés rios estdo apresentados nas TABELAS 32, 33 e 34 e
representados graficamente nas FIGURAS 19, 20 e 21.
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TABELA 32 - RECUPERAQOES DOS HPA OBTIDAS COM HF-LPME PARA AMOSTRAS DE AGUA
DO RIO BELEM (N=3) FORTIFICADAS EM 3 CONCENTRAGCOES DIFERENTES COM SEUS
RESPECTIVOS DPR (%)

Rio Belem Concentracéo avaliada (ug L™?)
HPA 0,01 0,05 0,1*
R (%) DPR(%) R (%) DPR(%) R (%) DPR(%)
Naftaleno 99,78 0,05 71,17 66,70 26,44 38,15
Acenaftileno 43,46 28,50 22,60 41,74 39,59 119.36
Acenafteno 70,01 16,76 21,89 73,29 22,39 58,84
Fluoreno 48,06 17,28 20,22 16,98 12,74 51,37
Fenantreno 99,60 0,72 71,62 4,14 89,26 1,04
Antraceno 99,54 0,19 92,47 0,65 95,79 0,43
Fluoranteno 75,28 3,86 44,03 9,63 31,36 7,16
Pireno 67,70 4,74 45,38 9,66 26,40 28,75
Benzo[a]antraceno 86,30 451 60,91 7,11 49,75 11,22
Criseno 90,71 1,39 73,09 0,97 53,04 4,09
Benzo[b]fluoranteno 88,77 0,88 52,82 7,44 48,47 4,34
Benzo[k]fluoranteno 88,30 7,95 69,08 5,88 58,84 3,30
Benzo[a]pireno 84,47 4,36 43,24 15,57 43,95 5,99
Indeno[1,2,3-cd]pireno 90,84 0,11 28,41 13,77 50,62 6,67
Dibenzo[a,h]antraceno 88,26 0,77 53,46 10,67 43,26 9,55
Benzo[g,h,i]perileno 88,59 2,42 67,85 7,05 49,85 3,92
p-terfenil-di4 82,83 5,14 38,93 15,09 37,66 45,27
*n=2
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FIGURA 19 — RECUPERACOES OBTIDAS E SEUS % DPR PARA O RIO BELEM EM TRES
CONCENTRACOES FORTIFICADAS
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TABELA 33 - RECUPERACOES DOS HPA OBTIDAS COM HF-LPME PARA AMOSTRAS DE AGUA
DO RIO IGUAGCU (N=3) FORTIFICADAS EM 3 CONCENTRACOES DIFERENTES COM SEUS

RESPECTIVOS DPR (%)

Rio Iguagu Concentragéo avaliada (ug L?)
HPA 0,01 0,05 0,1
R (%) DPR(%) R (%) DPR(%) R (%) DPR(%)
Naftaleno 82,14 17,94 97,81 1,01 97,72 0,08
Acenaftileno 57,26 19,13 27,29 32,18 18,73 18,59
Acenafteno 79,76 1,83 41,15 45,91 19,16 46,65
Fluoreno 49,69 32,42 24,79 33,11 15,01 40,43
Fenantreno 99,41 0,07 83,16 12,17 82,57 1,79
Antraceno 99,79 0,05 94,95 3,00 93,45 0,62
Fluoranteno 79,89 9,42 45,51 13,47 35,85 6,10
Pireno 73,41 11,88 46,58 16,48 34,81 10,99
Benzo[a]antraceno 89,27 8,19 63,70 6,22 54,98 0,45
Criseno 91,34 2,77 72,86 4,55 59,98 4,35
Benzo[b]fluoranteno 90,80 3,69 57,35 15,03 53,25 10,06
Benzo[k]fluoranteno 93,64 3,44 68,24 5,47 66,75 1,20
Benzo[a]pireno 83,16 14,74 48,51 11,20 47,58 13,74
Indeno[1,2,3-cd]pireno 85,04 13,61 42,94 29,20 61,11 13,83
Dibenzo[a,h]antraceno 88,69 5,66 64,04 7,32 67,38 10,29
Benzo[g,h,i]perileno 92,38 3,18 70,14 6,81 71,40 4,52
p-terfenil-di4 80,17 12,97 53,65 14,33 55,18 1,55
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FIGURA 20 —- RECUPERACOES OBTIDAS PARA O RIO IGUACU E SEUS %DPR EM TRES
CONCENTRACOES FORTIFICADAS
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TABELA 34 - RECUPERACOES DOS HPA OBTIDAS COM HF-LPME PARA AMOSTRAS DE AGUA
DO RIO IRAI (N=3) FORTIFICADAS EM 3 CONCENTRACOES DIFERENTES COM SEUS

RESPECTIVOS DPR (%)

Rio Irai Concentracéo avaliada (ug L™?)
HPA 0,01 0,05 0,1
R (%) DPR(%) R (%) DPR(%) R (%) DPR(%)
Naftaleno 99,77 0,02 83,13 32,55 82,95 26,61
Acenaftileno 53,56 5,96 28,61 43,07 19,14 49,07
Acenafteno 55,58 8,08 26,95 29,27 21,80 45,91
Fluoreno 52,33 10,23 25,45 34,48 21,67 41,45
Fenantreno 96,19 4,73 85,71 6,72 78,50 14,95
Antraceno 99,12 0,82 95,64 1,87 93,40 3,30
Fluoranteno 80,77 9,24 44,57 3,37 43,30 11,34
Pireno 75,97 2,06 46,83 17,31 39,03 5,20
Benzo[a]antraceno 89,03 3,83 65,62 5,43 55,58 7,56
Criseno 93,50 1,26 71,03 3,77 55,03 1,55
Benzo[b]fluoranteno 85,51 4,93 59,49 3,88 47,13 11,35
Benzo[k]fluoranteno 92,53 2,31 70,02 4,32 58,43 5,68
Benzo[a]pireno 86,30 1,36 52,98 17,00 45,00 13,06
Indeno[1,2,3-cd]pireno 84,13 6,82 40,19 8,82 31,57 20,54
Dibenzo[a,h]antraceno 93,02 0,89 63,56 7.52 52,22 12,18
Benzo[g,h,i]perileno 92,58 1,96 70,93 1,32 56,59 6,49
p-terfenil-di4 86,07 9,75 56,44 18,24 62,95 4,80
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FIGURA 21 —- RECUPERACOES OBTIDAS PARA O RIO IRAI E SEUS % DPR EM TRES
CONCENTRACOES FORTIFICADAS
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De acordo com os resultados em termos gerais, pode se verificar uma relativa diminuigéo
das recuperagdes em agua de rio quando comparados com as recuperagdes em agua ultrapura,
especialmente para os HPA de menor massa molecular. Esta situacdo reflete o efeito de
outros componentes da matriz, observados no perfil cromatografico da FIGURA 22,
aumentando o ruido instrumental nos primeiros compostos a eluir, o que dificultou a
integracdo das areas dos picos correspondentes, além da significativa baixa intensidade das

respostas.
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FIGURA 22: SOBREPOSICAO DE CROMATOGRAMAS DAS EXTRAGCOES EM AGUA DO RIO IRAI
(COR ROSA) E AGUA ULTRAPURA (COR AZUL)

Entretanto, a determinacdo cromatografica com espectrometria de massas permitiu a
identificacdo e determinacdo adequada dos HPA em estudo. Particularmente quando
fortificados com uma concentracéo de 0,01 pg L™, foi possivel obter dados satisfatdrios para
os trés rios, considerando a complexidade prdpria da determinacao de concentracdes traco de
compostos organicos em matrizes ambientais. Isto pode ser comprovado gracas a boa
recuperagdo do composto p-terfenil-dis, a qual encontrou-se na faixa de 80-86 %. No
entanto, recuperagdes menores sdo apresentadas conforme aumentam as fortificagdes a 0,05
e 0,1 pg L, observando para os trés rios um maior desvio no caso da concentragdo 0,05 pg
L1, Este decréscimo das recuperacdes associado as maiores concentracdes se repete quando
é empregada agua ultrapura como matriz, tal e como foi discutido acima. As FIGURAS 23 e

24 compara as recuperacdes entre dgua ultrapura e os rios Belém, Iguacu e Irai.
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FIGURA 23: COMPARAGAO DE RECUPERAGCOES ENTRE AGUA ULTRAPURA E OS RIOS
BELEM, IGUAGU E IRAI COM SEUS % DPR, FORTIFICADAS COM 0,01 uG L DE HPA E P-
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FIGURA 24: COMPARACAO DE RECUPERAGOES ENTRE AGUA ULTRAPURA E OS RIOS
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Dado que a HF-LPME é uma técnica de equilibrio, as competices das adsorcdes dos
solidos suspensos no meio aquoso podem reduzir a concentracdo efetiva dos analitos na fase
aquosa e, portanto, diminuir a quantidade de analito transferida a fase organica
(CHARALABAKI et al., 2005). Esta situacdo evidencia a contribui¢do da matéria organica
suspensa presente nas matrizes de dgua natural, nas quais sao obtidas menores recuperagdes
e desvios maiores quando comparadas com agua ultrapura. Contudo, é assumido o equilibrio
dos HPA com o conteudo uniforme de solidos suspensos nas colunas de agua natural, o que
explica o reduzido efeito de matriz, ja que a HF-LPME ¢é sensivel somente aos HPA
dissolvidos no meio aquoso e nao aqueles aderidos aos s6lidos suspensos.

As perdas de HPA por vaporiza¢do no caso dos compostos com maiores constantes da
lei de Henry (mais volateis) podem ser facilmente evitadas, ao garantir uma completa
ocupacdo do volume do vial. Por tanto estas perdas por volatilizacdo sdo mais faceis de
prevenir do que aquelas que ocorrem devido a presenca de solidos suspensos no meio, mais
dificeis de controlar (CHARALABAKI et al., 2005).

De tal forma, os resultados obtidos podem ser considerados satisfatérios demonstrando
que o método de extracdo otimizado apresenta precisdo e exatiddo adequadas para a
determinacdo de HPA em amostras de agua de rio, superando o maior desafio dentro dos
diferentes tipos de aguas doces naturais.

Finalmente foram calculadas as concentracgdes finais nas amostras de agua, por meio da
equacdo 29, correspondente ao método do padrdo interno, na qual o fator de resposta
correspondeu a inclinacdo da curva analitica de pos-extracdo. Cabe lembrar que a
concentracdo final deve ser multiplicada pelo fator de dilui¢do correspondente a razdo dos
volumes da HF-LPME, isto é:

Vorg __ 0,00005 L (29)
Vaq  002L

Fator de diluicdo =
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TABELA 35 — CONCENTRACOES (ug L") DOS HPA OBTIDAS COM HF-LPME PARA AMOSTRAS
REAIS DE RIO (N=3) COM SEUS RESPECTIVOS DPR (%)

HPA Rio Belém Rio lguagu Rio Irai
Conc. DPR Conc. DPR Conc. DPR
Naftaleno <LOQ - <LOQ - <LOQ -
Fenantreno <LOQ - <LOQ - <LOQ -
Antraceno 0,035 57,13 <LOQ - <LOQ -

Os HPA faltantes foram determinados em concentra¢cdes menores aos LOD

A aplicacdo do método nas localidades anteriormente especificadas dos rios Belém,
Iguacu e Irai resultou na presenca do antraceno como o Unico HPA dos 16 estudados. A
concentragao deste composto no rio Belém foi de 0,035 pg L™, como era presumido por estar
situado em uma regido altamente urbanizada. Esta bacia sofre muitos desequilibrios
ambientais, cujas principais causas sdo a precaria infraestrutura de esgotamento sanitario, o
desmatamento, a presenca de lixo, as ocupacg6es irregulares nas margens, o confinamento do
leito do rio, a impermeabilizacéo do solo devido a urbanizacdo, entre outras (SUDERHSA,
1998).

Em contrapartida, os rios lguagu e Irai apresentaram concentragdes menores aos LOQ,
provavelmente devido a seus grandes macicos florestais e por suas bacias contarem com
atividades econdmicas que representam menores fontes de contaminacéo de HPA. De acordo
com estudo realizado por Leite (2008), os HPA de 5 e 6 anéis aromaticos sao predominantes
nos sedimentos do rio lguagu, pois possuem uma maior afinidade polar com este tipo de
matriz, além de que estes compostos sdo mais frequentes em sedimentos de regifes urbanas,
vinculado as atividades antropicas. Isto ocorre inversamente com os HPA de 2-4 anéis, ja
gue estes sdo mais sollveis em agua, podendo ser transportados até as camadas superficiais
dos corpos hidricos.

No caso do rio Irai com sua bacia de 111,78 km?, protegida por sua Area de Protecéo
Ambiental e uma area vegetada de mata remanescente de aproximadamente 51% (CURCIO
etal., 2007), era esperado que apresentasse concentragdes consideravelmente baixas de HPA
como comprovado através da determinacdo proposta.

Como foi dito acima, o presente estudo ndo forma parte de um monitoramento espacial
ou temporal, razdo pela qual estas concentragdes devem ser interpretadas como aplicagdes
pontuais sem pertinéncia legal, mesmo situando tal concentracdo sob os limites permitidos

pela Resolugio CONAMA n° 357 (2005) de 0,05 pg L. Porém, estas concentracdes sio
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condizentes com as reportadas por Zhang et al (2012) de 0,0088 pg L para o antraceno no
rio Yangtze na China, de 0,09 pg L™ no rio Luyané na Cuba (SANTANA-ROMERO et al.,
2012) e de 0,0085 pg L no rio Mississippi nos Estados Unidos (ZHANG et al., 2007).
Finalmente, as recuperacdes do padréo subrogado foram de 78,88 %, 82,64 % e de 75,69
% para os rios Belém, Iguacu e Irai, respectivamente, garantindo confiabilidade analitica aos
resultados apresentados, com valores maiores aos sugeridos para determinacdes em

concentracgdes traco (>40%).
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5. CONCLUSOES

A andlise exaustiva dos principais parametros operacionais da extracdo em estudo (HF-
LPME), permitiu a otimizacdo de um método para a identificacdo e deteccdo dos 16 HPA
prioritarios em aguas naturais. Diante do exposto, evidenciou-se como 0s planejamentos
fatoriais permitiram reconhecer importantes interagcOes entre os principais fatores para a
identificacdo das melhores condigdes, a partir de um numero reduzido de experimentos. Este
estudo pioneiro de otimizacdo com planejamento fatorial como ferramenta estatistica em
agua doce superficial, forneceu fatores de enriquecimento significativamente maiores aos
reportados na literatura, assim como alta seletividade e eficiéncia de extragao.

De tal modo, todos os aspectos de relevancia para o estabelecimento e avaliagdo da HF-
LPME, foram possiveis gracas ao método instrumental otimizado. A HF-LPME implica
vantagens como altos fatores de enriquecimento e seletividade, baixo consumo de reagentes,
eliminacdo do efeito de memoria devido ao carater descartavel da fibra além de ser pouco
onerosa e répida. Esta Gltima caracteristica a coloca a disposi¢cdo de analises rotineiras
laboratoriais.

E importante salientar como os resultados obtidos contribuem & aplicacdo desta
metodologia para a determinacdo de compostos encontrados em niveis tracos em diversas
matrizes ambientais. Dada a ampla variedade de matrizes nas quais a HF-LPME é aplicada,
deve-se destacar a relevancia da otimizacao efetuada mediante planejamentos fatoriais, como
ferramenta estatistica para a determinacdo das melhores condic¢des do sistema analito-matriz.

A avaliacdo da extracdo otimizada, mediante a determinacéo de recuperacdes, fatores de
enriquecimento e figuras de mérito através das curvas analiticas providenciou dados
pertinentes, como a precisdo e exatiddo satisfatorias que evidenciam a melhoria da técnica
de HF-LPME ja consolidada, para a determinacdo simultanea de 16 poluentes.

Os resultados obtidos da aplicagdo do método em amostras de agua de rio
proporcionaram a comprovacao da efetividade da HF-LPME para a determinagdo de HPA
em &guas doces superficiais, verificando um baixo efeito de matriz na determinagdo dos
compostos com maior massa molecular em concentragdes trago.

Por fim, visa-se o desenvolvimento de uma automatizagdo da técnica que promova a
reducdo das dificuldades operacionais comumente presentes nas técnicas miniaturizadas de

extracdo, como alternativa aos desafios do método apresentado.
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APENDICES

APENDICE 1 - Resultados do planejamento fatorial 23 para otimizacéo da HF-LPME (n=3)
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E VvV C sl /=3 1 5 & 7 8 Arega(b S U TS R N VRN R
-~ © 532 154 44 06 110 110 428 572 600 7,00 681 644 504 105 318 4,
2.+ - - 162 08 18 77 921 306 820 1050 1240 1630 1380 1780 1680 1220 1660 1730
3 - + - 646 62 97 87 68 615 263 303 376 456 437 478 398 297 372 370
4 v * - 42 17 039 032 042 020 179 239 190 311 245 247 155 095 085 1,
5 - - * 32 028 28 018 036 014 133 138 182 265 276 254 216 035 030 (3
6 * %Y 374 o040 14 094 038 041 760 531 614 658 467 52 369 05 18 5
-t Y 204 12 24 205 13 352 850 83 829 106 835 916 705 629 713 gqg
*or ot 279 051 12 151 067 267 391 48 446 653 594 657 437 261 198 4,3
000 0 a5 18 67 235 194 647 807 105 801 108 844 88 788 377 509 g
000 0 353 16 33 27 230 847 186 224 226 304 286 330 257 218 272 449
1000 399 19 81 374 333 139 304 352 380 486 460 523 452 369 461 444

¢1: nafaleno 2: acenaftileno 3: acenafteno 4: fluoreno 5: fenantreno 6: antraceno 7: fluoranteno 8: pireno 9: benzo[a]antraceno 10: criseno 11: benzo[b]fluoranteno

12: benzo[Kk]fluoranteno 13: benzo[a]pireno 14: indeno[1,2,3-cd]pireno 15: dibenzo[a,h]antraceno 16: benzo[g,h,i]perileno

3 Dados arredondados expressos como 1 x 10°

E: experimento

V: Velocidade

Co: cosolvente

Sal: % (m/v) NaCl



APENDICE 2 - Resultados do planejamento fatorial 22 para otimizacio da HF-LPME
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E VvV G 2 3 4 5 6 7 8 Argea% 10 11 12 13 14 15 16

1 - - 532 154 442 064 110 110 428 572 600 710 681 644 504 105 318 4o
2+ - 162 086 18 771 921 306 80 1050 1240 1630 1380 1780 1680 1220 1660 1730
8 - * 646 621 969 877 68 615 263 303 376 456 437 478 398 297 372 37,0
4 f 424 174 039 323 042 020 179 239 19 311 245 247 155 095 08 g9
> 0 0 a5 181 62 23 19 647 807 105 801 108 844 888 768 377 509 g5
6 0 0 353 161 334 270 230 847 186 224 226 304 286 330 257 218 2712 49
70 0 399 195 807 374 333 139 304 352 380 486 460 523 452 369 461 g4

¢1: nafaleno 2: acenaftileno 3: acenafteno 4: fluoreno 5: fenantreno 6: antraceno 7: fluoranteno 8: pireno 9: benzo[a]antraceno 10: criseno 11:
benzo[b]fluoranteno 12: benzo[k]fluoranteno 13: benzo[a]pireno 14: indeno[1,2,3-cd]pireno 15: dibenzo[a,h]antraceno 16: benzo[g,h,i]perileno
E: experimento

3 Dados arredondados expressos como 1 x 10°

V: Velocidade

Co: cosolvente



APENDICE 3 - Resultados do planejamento fatorial 22 para otimizagio da HF-LPME

129

E Cn t Areat:
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

1 - - 895 138 219 201 146 169 220 298 298 404 335 403 304 186 290 g5
2+ - 796 537 929 847 88 145 235 267 282 387 326 373 279 192 271 294
8 - * 1010 183 284 156 115 183 257 331 616 650 571 419 298 106 172 267
4 v Y 510 305 48 760 434 119 203 264 140 183 151 164 105 766 951 19
5 0 0 59 062 0% 131 127 341 548 748 832 128 102 131 745 566 861 g3
6 0 0 442 385 138 354 23 183 255 352 473 409 521 333 466 766 497 33
70 0 e4 491 139 141 133 125 279 327 402 454 523 487 457 380 378 459

¢1: nafaleno 2: acenaftileno 3: acenafteno 4: fluoreno 5: fenantreno 6: antraceno 7: fluoranteno 8: pireno 9: benzo[a]antraceno 10: criseno 11: benzo[b]fluoranteno
12: benzo[Kk]fluoranteno 13: benzo[a]pireno 14: indeno[1,2,3-cd]pireno 15: dibenzo[a,h]antraceno 16: benzo[g,h,i]perileno
Cn: Concentragéo de Acetona (% Vv/v)

5 Dados arredondados expressos como 1 x 10°

E: experimento

t: cosolvente



